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Atherosklerose und damit assoziierte Krankheiten, wie Herzinfarkt und Schlaganfall, 
sind für mehr als 50% aller Todesfälle in westlichen Gesellschaften verantwortlich 
(1). Die Atherosklerose ist gekennzeichnet durch Ansammlungen von Lipiden und 
fibrösen Partikeln innerhalb der großen Arterien. Im weiteren Verlauf der Krankheit, 
kommt es zu einem Überwachsen dieser Ansammlungen durch Endothelzellen, dem 
Einwandern von Lymphozyten, Zellen der glatten Muskulatur und Monozyten, welche 
sich durch exzessive Aufnahme modifizierter Lipoproteine zunächst in Schaumzellen 
umwandeln und dann absterben. Hierdurch entsteht der atherosklerotische Plaque, 
welcher das Lumen der Gefäße erheblich reduzieren kann. Nach heutigem 
Verständnis wird die Atherosklerose vor allem als eine entzündliche Krankheit 
angesehen (1, 2). Die damit verbundenen Reaktionen werden in erster Linie durch 
Monozyten und T-Zellen vermittelt, welche aufgrund verschiedener molekularer und 
zellulärer Interaktionen im weiteren Verlauf der Krankheit zu einer Destabilisierung 
der atherosklerotischen Plaques beitragen. Diese Destabilisierung wird als ein 
größeres Risiko für das Auftreten von Herzinfarkten angesehen als die 
Lumeneinengung. Durch das Aufreißen der fibrösen Kappe, welche den Plaque 
überzieht, kommt es zur Freisetzung des nekrotischen Kerns des Plaques und zur 
Bildung eines Thrombus, welcher im Blut transportiert wird und zu einem akuten 
Gefäßverschluss und somit zu einem Herzinfarkt oder Schlaganfall führen kann (3-
6).  Einer der Hauptrisikofaktoren für die Entstehung der Atherosklerose ist eine stark 
erhöhte Serum-Cholesterinkonzentration. Der überwiegende Teil des Cholesterins 
wird im Blut als Bestandteil der „Low Density Lipoproteine“ (LDL) gebunden (1). Dies 
erklärt, warum Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie (FH), welche aufgrund 
eines LDL-Rezeptordefekts eine stark erhöhte Serum-LDL–Konzentration aufweisen, 
ein überdurchschnittlich hohes Risiko für die Entwicklung von atherosklerotisch 
bedingten Krankheiten aufweisen. Abhängig von der Schwere der LDL-Rezeptor 
(LDL-R) Mutationen und der Anwesenheit weiterer genetischer oder Umweltfaktoren, 
können homozygote FH-Patienten bereits im Kindesalter einen Herzinfarkt oder 
Schlaganfall erleiden (7-10).  
 
Ziel dieser Arbeit war es, anhand der Untersuchung von Genexpressionsprofilen 
(GEP) von Monozyten und T-Zellen weitergehende Erkenntnisse über die 
molekularen und zellulären Vorgänge in diesen Zellen bei der Entwicklung der 
Atherosklerose von Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie zu erhalten. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass GEP von Monozyten und T-Zellen von 
FH-Patienten sich von denen gesunder Kontrollprobanden unterscheiden. Hierbei 
wurden die größten Unterschiede in der transkriptionellen Regulation der Monozyten 
festgestellt. Darüber hinaus existieren bei FH-Patienten prinzipielle Unterschiede in 
der Regulation des Cholesterin-Metabolismus zwischen Monozyten und T-Zellen. Die 
Monozyten dieser Patienten sind überraschenderweise trotz eines LDL-R Defekts in 
der Lage, native LDL in gleichem Umfang zu binden und zu internalisieren wie 
gesunde Kontrollprobanden. Weiterhin konnte für Monozyten von FH-Patienten 
nachgewiesen werden, dass diese sowohl dosis- als auch zeitabhängig mehr 
oxidierte LDL (oxLDL) aufnehmen. Diese verstärkte Aufnahme von oxLDL ging mit 
einer erhöhten Apoptose-Rate und einer gesteigerten Zahl toter Zellen einher. Mittels 
verschiedener Techniken, wie Mikroarray-Analysen, quantitativer Real-time PCR, 
Western Blot und Durchflußzytometrie, wurde auf transkriptioneller und 
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translationaler Ebene eine verstärkte Expression der Scavenger Rezeptoren CD36, 
LRP1, CD68 und Stabilin-1 in FH-Monozyten nachgewiesen, wobei CD36 als der 
Hauptrezeptor für die Aufnahme von oxLDL identifiziert werden konnte. In T-Zellen 
von FH-Patienten wurden keine Hinweise auf alternative Wege zur Aufnahme von 
LDL gefunden. In diesen Zellen wurde jedoch eine Heraufregulation von zwei 
Schlüsselenzymen der de novo Cholesterinbiosynthese nachgewiesen. Dies legt 
nahe, dass T-Zellen einen LDL-R Defekt und den damit verbundenen 
Cholesterinmangel durch Heraufregulation der Cholesterinbiosynthese 
kompensieren. Die T-Zellen homozygoter FH-Patienten wiesen zudem einen 
höheren Aktivierungsgrad auf als die von Kontrollpersonen. Dieser beruht vermutlich 
auf den bei diesen Patienten festgestellten erhöhten Serumkonzentrationen von 
oxLDL.  
 
Neben Unterschieden im Cholesterin-Metabolismus wurden Differenzen bei der 
Expression von Adhäsionsmolekülen in Monozyten festgestellt. Monozyten von FH-
Patienten wiesen eine erhöhte Expression von Intergrin-beta-1 auf, welches die 
Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen vermittelt. Zusätzlich wurde ein 
verringerter prozentueller Anteil von CD16+-Monozyten bei FH-Patienten festgestellt. 
Diese „residenten“ Monozyten zeigten bei FH-Patienten darüber hinaus eine erhöhte 
Expression von CD11c, was als ein Anzeichen für eine Differenzierung dieser 
Monozyten zu Dendritischen Zellen gewertet werden kann.  
 
Die Ergebnisse weisen ein diagnostisches Potential der Genexpressionsprofile von 
Monozyten und T-Zellen bei der Untersuchung von Hypercholesterinämien nach. Es 
wurden erstmals Vorgänge in primären, zirkulierenden Leukozyten dokumentiert, von 
denen angenommen wurde, dass diese nur im subendothelialen Raum stattfinden. 
Die Gesamtheit aller Ergebnisse erlaubt es, das allgemein akzeptierte Modell zur 
Atheroskleroseentwicklung, welches auf Vorgänge in der Gefäßwand und im 






























2.1 Der Lipidtransport im Blut 
 
Die Versorgung der peripheren Organe mit Lipiden erfolgt zum Großteil über das 
Blut. Bei diesen Lipiden handelt es sich vor allem um Cholesterin und 
Cholesterinester, Phosphoglyceride, Triacylglycerine und in geringen Mengen 
unveresterte langkettige Fettsäuren. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der 
Lipide bedarf es spezieller Proteine für ihren Transport. Diese Proteine werden als 
Apolipoproteine. bezeichnet. Die Komplexe aus Lipiden und Apolipoproteinen bilden 
die Lipoproteine. 
2.1.1 Die Hauptklassen der Lipoproteine 
 
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte, lassen sich die Lipoproteine in 5 
verschiedene Klassen unterteilen. Dabei sinkt mit zunehmender Dichte das 
Verhältnis von transportiertem Lipid zum Proteinanteil des Lipoproteins. Ein weiteres 
Unterscheidungsmerkmal der Lipoproteine ist ihr Gehalt an speziellen 










































40nm 35% Cholesterin, 
25% Triglycerine, 
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Tabelle 1 Eigenschaften und Zusammensetzung humaner Lipoproteine (11) 
 
Strukturell lassen sich Apolipoproteine in 2 Klassen aufteilen: 1) die 
wasserunlöslichen, unter den Lipoproteinen nicht austauschbaren Proteine ApoB48 
und ApoB100, und 2) die in freier Form löslichen Apolipoproteine A, C, D und E, 
welche zwischen den Lipoproteinen ausgetauscht werden können. Auf die einzelnen 






2.1.2 Der Lipoprotein-Metabolismus 
2.1.3 Die Triglyceridreichen Lipoproteine  
 
Chylomikronen entstehen in den Mucosazellen der duodenalen Schleimhaut und 
sind für den Transport der im Darm resorbierten Triacylglyceride verantwortlich. Die 
„very low density lipoprotein“ (VLDL) Partikel werden vor allem in der Leber gebildet 
und vermitteln den Transport der endogen in der Leber gebildeten Triglyceride. 
Obwohl beide Partikel vor allem für den Transport von Triglyceriden zuständig sind, 
erfolgt ihr Abbau auf unterschiedliche Weise.  
 
Kurz nach dem Erscheinen der Chylomikronen im Blut, erfolgt in Abhängigkeit von 
der „high density lipoprotein“ (HDL) Konzentration (im besonderen HDL2) ein 
Austausch der Apolipoproteine C und E mit den HDL-Partikeln. Dabei ist das ApoCII 
von besonderer Bedeutung, da es sich hierbei um einen Cofaktor der Lipoprotein-
Lipase handelt, welcher sich an den Endothelzellen der Kapillaren sowie der 
Plasmamembran extrahepatischer Zellen befindet. Dieses Enzym katalysiert die 
Spaltung von Triacylglycerin in Glycerin und Fettsäuren. Hierbei werden die 
Fettsäuren vom umgebenden Gewebe aufgenommen und die Glycerine zusammen 
mit den Chylomikron-Überbleibseln, den sogenannten „remnants“, zurück zur Leber 
transportiert, wo sie verstoffwechselt werden. 
 
VLDL-Partikel treten nach ihrer Sezernierung durch die Leber, ähnlich wie 
Chylomikronen, in eine Wechselwirkung mit HDL und übernehmen dabei ApoE und 
ApoC. Ähnlich wie bei den Chylomikronen werden den VLDL-Partikeln peripher 
Fettsäuren durch die Lipoprotein-Lipase entzogen. Die so entstehenden 
„intermediate density lipoprotein“ (IDL) Partikel werden nach weiterer Hydrolyse und 
dem Verlust der C- und E- Apolipoproteine zu LDL. Zusätzlich wird LDL auch de 
novo von der Leber synthetisiert. Diese besonders cholesterin- und cholesterinester- 
reichen Partikel transportieren anschliessend ihre Fracht zu den peripheren 

























Der Transport überschüssigen Cholesterins aus dem peripheren Gewebe zurück zur 
Leber, wird als Reverser Cholesterin Transport (RCT) bezeichnet. Dabei sind im 
Zusammenhang mit Atherosklerose, Makrophagen im peripheren Gewebe von 
besonderer Bedeutung, da sich aus ihnen bei einem gestörten RCT Schaumzellen 
bilden können, die zur Entstehung von Atherosklerose beitragen. Auf die hierbei 
wichtigen Vorgänge wird in Kapitel 3.3. genauer eingegangen. Beim RCT wird apoAI 
von der Leber und dem Darm sezerniert und unter Zuhilfenahme des ATP-binding 
cassette A1 (ABCA1) Transporterproteins mit Cholesterin und Phospholipiden 
beladen. Die so geformten pre-β-HDL Partikel nehmen dann ebenfalls über ABCA1 
Cholesterin von Makrophagen und peripheren Zellen auf und bilden die HDL2 
Partikel. Diese können anschliessend weiter mit Cholesterin aus Makrophagen über 
ATP-binding cassette G1 ABCG1 und möglicherweise Scavenger Receptor BI (SR-
BI) beladen werden. HDL ist in der Lage, Cholesterin über SR-BI an Leberzellen 
abzugeben. Das Cholesterinestertransferprotein (CETP) und 
Phospholipidtransferprotein (PLTP) führen zu einem weitgehenden Umbau des HDLs 
und einer Umverteilung seiner strukturellen Komponenten auf andere Lipoproteine. 
Ein kleiner Teil der HDL wird zu triglyceridreichen, ApoE-haltigen Partikeln 
























2.2 Die Regulation der Cholesterinhomöostase 
 
Die Regulation der Cholesterinhomöostase wird in Säugerzellen vor allem durch 
Mitglieder der LDL-Rezeptor-Familie gesteuert. Eine Störung dieser Homöostase 
resultiert in verschiedenen Krankheiten, von denen die Atherosklerose aufgrund ihrer 
hohen Prävalenz in westlichen Gesellschaften die prominenteste ist. Nachfolgend 





2.2.1 Die LDL-Rezeptor-Familie 
 
Die Mitglieder der LDL-Rezeptor-Familie binden eine Vielzahl verschiedener 
Liganden, wie zum Beispiel Lipoproteine, Proteinasen und Proteinase-Inhibitor-
Komplexe. Nach der Aufnahme des Rezeptor-Liganden-Komplex durch Endozytose  
werden die Liganden im Endosom aufgrund des vorherrschenden niedrigen pH-
Werts von ihren Rezeptoren entkoppelt und meist degradiert. Die Rezeptoren 
werden anschliessend wieder zur Zelloberfläche transportiert, wo sie weitere 
Liganden binden können. Um einer Überladung der Zelle vorzubeugen, können die 
Rezeptoren alternativ auch zusammen mit ihren Liganden im Endosom degradiert 
werden. Obwohl die zelluläre Aufnahme von Liganden eine wichtige Aufgabe der 
Mitglieder der LDL-Rezeptor-Familie ist, gibt es Hinweise darauf, dass sie zudem 
verschiedene Aufgaben in der Regulation der Signaltransduktion haben (12). Im 
Folgenden soll auf den LDL Rezeptor, das „LDL Receptor Related Protein-1“ (LRP1) 
und den „Very Low Density Lipoprotein Receptor“ (VLDL) näher eingegangen 
werden.  
2.2.1.1 Der LDL-Rezeptor 
 
Der LDL-Rezeptor (LDL-R) wurde 1974 erstmals von Goldstein und Brown in 
humanen Fibroblasten entdeckt (13, 14). Seitdem ist er in Hinblick auf Struktur, 
vorkommende Mutationen, Physiologie, sowie den Möglichkeiten seiner 
pharmakologischen Steuerung ausgiebig untersucht worden (15). Es handelt sich bei 
diesem Rezeptor um ein membrandurchspannendes Glykoprotein, dessen Struktur 
zwischen Menschen und verschiedenen weiteren Spezies hoch konserviert ist (16). 
Er wird als Vorläuferprotein im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert, 
anschließend durch Glykosylierung und Abspaltung von Signalpeptiden im Golgi-
Netzwerk in seine endgültige Faltung gebracht und zur Membran transportiert. An 
der Zellmembran gelangt er dann in die so genannten „coated pits“. Dies sind 
Bereiche der Plasmamembran, welche besonders reich an dem für die 
Vesikelbildung wichtigen Protein Clathrin sind und daher Orte der verstärkten 
Vesikelbildung darstellen (17-20). Die wichtigste Aufgabe des LDL-R ist die 
Regulation der zellulären Cholesterinhomöostase, indem er die Aufnahme von 
Apolipoprotein E (ApoE) und Apolipoprotein B  (ApoB) -haltiger Lipoproteine 
vermittelt, welche Cholesterin im Blut transportieren. Im menschlichen Körper wird 
dieser Rezeptor vor allem in der Leber exprimiert und ist hier für 70% der LDL 
Aufnahme aus dem Blut verantwortlich (21). Mutationen im LDL-R führen zu 
erhöhten Serum-Cholesterin Werten und dadurch zu einem erhöhten Risiko für 
Atherosklerose (10).  
2.2.1.2 Transkriptionelle Regulation des LDL-R 
 
Die Promotorregion des LDL-R besteht aus 170bp und enthält drei Sequenzen mit je 
16 Basenpaaren (bp) (repeat 1, 2 und 3) für die Bindung von Transkriptionsfaktoren,  
zwei TATA-ähnliche Sequenzen und verschiedene Transkriptionsinitiationsstellen, 
welche alle essentiell für die LDL-R Genexpression und –regulation sind (22). Die 
Transkription des LDL-R wird durch zwei unterschiedliche Mechanismen reguliert: 
der Transkriptionsfaktor Sp1 vermittelt die basale Expression der LDL-R mRNA 
unabhängig von der intrazellulären Cholesterinmenge, indem er an die repeats 1 und 
3 bindet (22, 23). Diese Bindung reicht jedoch nicht für eine hohe Expression des 
LDL-R in Abwesenheit von intrazellulärem Cholesterin aus. Dazu ist die Bindung 
eines weiteren Transkriptionsfaktors, dem Sterol-regulatorischen Bindungsprotein 
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(SREBP), an das repeat 2 notwendig, welches ein Sterol-regulatorisches-Element 













SREBP spielt daher eine wichtige Rolle in der Cholesterin-abhängigen 
transkriptionellen Regulation des LDL-R und gehört zur Gruppe der „basic-helix-loop-
helix-leucine zipper“ (bHLH Zip) Transkriptionsfaktoren (25, 26). Es konnte gezeigt 
werden, dass diese Gruppe der Transkriptionsfaktoren an das SRE-Motiv bindet. 
Dieses Motiv kommt neben dem LDL-R Promotor auch in anderen Promotoren vor, 
welche die Expression von Proteinen der Cholesterin- und Fettsäure-Biosynthese 
steuern. Ein Beispiel ist die 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase 
(HMGCR), das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der de novo Cholesterin-
Biosynthese (25-28).  
 
Es gibt drei Mitglieder der SREBP-Familie in Säugerzellen, SREBF-1a, SREBF-1c 
und SREBF-2, welche alle eine unterschiedliche Selektivität für verschiedene 
Zielgene aufweisen (29). SREBF-2 ist dabei der wichtigste Initiator für die LDL-R 
Transkription (30). Die SREBPs werden als inaktive Vorläufermoleküle im ER 
synthetisiert und in die Membran des ER eingebaut. Sie bestehen aus etwa 1.150 
Aminosäuren, haben ein Molekulargewicht von etwa 125kDa und bestehen aus 3 
funktionell unterschiedlichen Domänen, welche eine Haarnadelstruktur in der ER-
Membran bilden. Das transkriptionsaktivierende bHLH-Zip-Motiv ist in der 
aminoterminalen Domäne enthalten (31). Um in den Nukleus zu gelangen und dort 
die Transkription der jeweiligen Zielgene zu vermitteln, müssen die SREBP-Vorläufer 
vom ER in den Golgi gelangen, wo die aminoterminale Domäne freigesetzt wird (32). 
Zum Transfer der SREBPs vom ER zum Golgi ist die Eskortierung durch das 
„SREBP-cleavage activating protein“ (SCAP) notwendig.  SCAP besteht aus 1.276 
Aminosäuren und kann in zwei funktionelle Domänen aufgeteilt werden (33). Die 
aminoterminale Domäne besteht aus 8 membran-durchspannenden Helices, wobei 
die Helices 2-6 eine Sterol-sensitive Domäne (sterol sensing domain, SSD) bilden 
(33). Die carboxyterminale Domäne von SCAP vermittelt die Protein/Protein 
Interaktion mit SREBP und formt den SREBP/SCAP Komplex (33, 34) (Abbildung 2-
4).  
 
Verfügt die Zelle über ausreichend Cholesterin, wird der SREBP Signalweg blockiert 
und die Transkription des LDL-R verhindert. Cholesterin kann dabei direkt an die 
SSD von SCAP binden und erzeugt so eine Konformationsänderung, welche es 
SCAP erlaubt, an die ER-Membranproteine INSIG1 und INSIG2 (insulin-induced 
genes 1 bzw. 2) zu binden. Auf diese Weise wird ein ternärer SREBP/SCAP/INSIG-
Komplex in der Gegenwart von Cholesterin gebildet, welcher in der ER-Membran 
festgehalten wird und so den Transport von SREBP in den Golgi verhindert. Auf 
diese Weise wird die Prozessierung von SREBP verhindert und Gene für die 
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Abbildung 2-4 Steuerung der LDL-R Transkription durch den SREBP Signalweg 
 
Ist jedoch kein Cholesterin in der Zelle vorhanden, interagiert SCAP nicht mit 
INSIG1/2 und der SREBP/SCAP-Komplex kann das ER verlassen (40). Nachdem 
SREBP in den Golgi gelangt ist, wird die transkriptionell aktive Domäne durch zwei 
proteolytische Prozesse freigesetzt und SCAP zurück in das ER transportiert (41, 
42). Die Proteolyse von SREBP wird durch die Serin-Protease S1P und die Zink-
Metalloprotease S2P vermittelt (43, 44). Nach der Proteolyse von SREBP wird das 
nukleäre SREBP (nSREBP) frei, kann in den Nukleus transportiert werden und dort 
die Transkription seiner Zielgene vermitteln. Hierdurch werden die Aufnahme von 
Cholesterin über den LDL-R gesteigert und Gene für die Cholesterin-Biosynthese 
angeschaltet (41-44). Nachdem nSREBP seine transkriptionelle Funktion erfüllt hat, 
wird es relativ schnell polyubiquitinyliert und im Proteasom abgebaut. Seine mittlere 
Halbwertzeit beträgt etwa 3 Stunden (45). 
 
Zusätzlich zu Cholesterin kann die Transkription des LDL-R auch durch Hormone, 
Zytokine, Wachstumsfaktoren und „second messenger” hoch- bzw. herunterreguliert 
werden. Unter den Hormonen erhöhen Östrogene, wie 17-beta-Estradiol, die LDL-R 
Expression in der Leber dramatisch (46, 47). Dabei bindet der Östrogen-Rezeptor-α 
nach Aktivierung an Sp1 und führt durch Bindung an das östrogenbindende Motiv im 
repeat 3 des LDL-R-Promotors zur gesteigerten Transkription des LDL-R. Dies 
erklärt die deutliche Senkung des Plasma-Cholesterins nach Östrogeninfusion, 
  
 2-14
welche sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen beobachtet wurde  (48-50). 
Ein weiteres Hormon, das über einen nukleären Rezeptor wirkt und eine 
Bindungsstelle im Promotor des LDL-R aufweist, ist Triiodthyronin (51, 52). In 
klinischen Studien und im Tiermodell konnte eine enge Assoziation zwischen 
Hypothyroidismus und Hypercholesterinämie beobachtet werden. Weitere 
Untersuchungen offenbarten, dass eine Thyroidhormon-Therapie zu einer positiven 
Beeinflussung des Lipidprofils durch Heraufregulation des hepatischen LDL-R führt 
(53, 54). 
 
Zudem ist Insulin in der Lage die LDL-R Expression in Hepatozyten und 
mononukleären Zellen zu steigern (55, 56). Hierbei sind ein intaktes SRE-Motiv, und 
die Beteiligung von SREBPs essentiell (57).  Darüber hinaus konnte demonstriert 
werden, dass Erk in der Lage ist SREBF-1a und SREBF2 zu phosphorylieren, 
wodurch die Trans-Aktivität dieser Faktoren reguliert wird (58-61). 
2.2.1.3 Die posttranskriptionelle Regulation des LDL-R 
 
Neue Daten weisen darauf hin, dass die Transkription des LDL-R auch 
posttranskriptional über die Stabilität der LDL-R mRNA gesteuert wird. Die LDL-R 
mRNA hat eine verhältnismäßig kurze Halbwertszeit von etwa 45min in HepG2 
Zellen, wobei ihre Stabilität vor allem durch die Struktur der 3’-nicht-translatierten 
Region (3’UTR) bestimmt wird. Innerhalb dieser 3’UTR befinden sich drei AU-reiche 
Elemente (AREs), welche sich auch bei anderen kurzlebigen mRNAs nachweisen 
lassen (62, 63). Es konnte gezeigt werden, dass die Fusion der AREs in der 3’UTR 
der LDL-R-mRNA mit dem β-globin-Gen zu einer zehnfach beschleunigten 
Degradation der LDL-R-mRNA führt. Darüber hinaus konnte eine Funktion dieser 
AREs bei der Steuerung der mRNA-Stabilität im Tiermodell nachgewiesen werden. 
Transgene Mäuse, welche eine Deletion in zwei AREs des LDL-R Gens aufweisen, 
haben eine dreifach erhöhte Stabilität der LDL-R mRNA und eine 2,5-fach erhöhte 
Expression des LDL-R in der Leber, verglichen mit der Wildtypform dieser Mäuse 
(62, 64).  
 
2.2.1.4 LDL Receptor Related Protein-1 (LRP1) 
 
Das „LDL Receptor Related Protein-1“ (LRP1) gehört ebenfalls zur LDL-R Familie. 
Im Gegensatz zum LDL-R, welcher in der Gegenwart hoher Mengen LDL 
herabreguliert ist, wird LRP1 bei hohen intrazellulären Konzentrationen von 
Cholesterin  vermehrt exprimiert. Diese Regulation wird ebenfalls über den SREBP-
Weg vermittelt. Eine kürzlich erschienene Arbeit zeigte, dass SREBF2 für die 
cholesterinabhängige Expression von LRP1 verantwortlich ist, indem es eine 
inhibitorische Funktion auf die Transkription des LRP1 Promotors bei 
Cholesterinmangel ausübt (65).  
 
LRP1 bindet eine Vielzahl verschiedener Liganden, darunter ApoE-haltige VLDL 
Partikel, Lipoprotein-Lipase (LPL) enthaltende triglyeridreiche Lipoproteine, 
Lipoprotein-a (Lp(a)) und aggregiertes LDL (agLDL) (66-71). Obwohl die 
physiologische Relevanz von agLDL bei der Entstehung von Atherosklerose nicht 
vollständig geklärt ist, zeigen neue Studien, dass diese LDL-Form auch in der 
extrazellulären Matrix vorkommt (72, 73). Darüber hinaus konnte belegt werden, 
dass die LRP1 vermittelte Aufnahme von Lipiden über agLDL durch humane 
koronare „vascular smooth muscle cells“ (VSMC) und Makrophagen zu einer 
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Akkumulation von intrazellulären Cholesterin führt und zur Schaumzellbildung 
beiträgt (74, 75). Neben dem „colony stimulating factor-1“ (CSF-1) und Insulin, führt 
auch agLDL zu einer erhöhten Transkription und Expression von LRP1 (76, 77). 
Diese Befunde wurden in vivo im Tiermodel an der Gefäßwand von Mäusen mit 
Hypercholesterinämie bestätigt (78). Klinische Studien weisen zudem eine 
Assoziation zwischen Koronarer Herzkrankheit (KHK) und LRP1, sowie eine erhöhte 
Expression von LRP1 in mononuklearen Blutzellen von Patienten mit 
Koronarverschluß nach (79-81). 
 
Neben der Aufnahme von Lipoproteinen wurden noch weitere 
atheroskleroserelevante Funktionen von LRP1 beschrieben. So scheint LRP1 an der 
Modulation der Aktivität von Metalloproteinasen und somit an der Regulation der 
Plaquestabilität beteiligt zu sein (82). Weiterhin ist LRP1 in die Regulation der 
Oberflächenpräsentation von Adhäsionsmolekülen und in die Vermittlung der 
Phagozytose apoptotischer Zellen eingebunden (83, 84).  
 
2.2.2 Der very low density lipoprotein receptor (VLDL-R) 
 
Ähnlich wie LRP1 erkennt der VLDL-R eine Vielzahl verschiedener Liganden. Im 
Gegensatz zu LRP1 wird er jedoch nicht in der Leber exprimiert, sondern kommt vor 
allem in der Skelettmuskulatur, der Herzmuskulatur, dem Fettgewebe, dem Gehirn 
und dem Endothel vor (85-87). Nach seiner Entdeckung wurde dem VLDL-R vor 
allem eine Rolle im Metabolismus von Triglyceriden zugeschrieben. Es zeigte sich 
jedoch in Untersuchungen an VLDL-R-/- knockout Mäusen, dass diese normale 
Serumtriglycerid- und -cholesterinwerte hatten. In LDL-R-/- knockout Mäusen, welche 
den VLDL-R überexprimierten, konnte anschliessend eine Funktion des VLDL-R bei 
der Resorption von IDL nachgewiesen werden. Es stellte sich heraus, dass der 
VLDL-R der Hauptrezeptor für Serum-IDL ist und dass dessen Überexpression zu 
einer Reduktion von Serum-IDL und -LDL führt (88). Des weiteren konnte eine Rolle 
des VLDL-R im Katabolismus von Lp(a) nachgewiesen werden (89).  
 
2.3 Die Atherosklerose 
2.3.1 Allgemeines 
 
Die Atherosklerose ist eine Krankheit der großen Arterien und die Hauptursache für 
koronare Herzkrankheit und Schlaganfall und somit für etwa 50% aller Todesfälle in 
westlichen Gesellschaften verantwortlich (1, 90).  Bei der Atherosklerose handelt es 
sich um eine progressive Krankheit, welche durch Akkumulation von Lipiden und 
fibrösen Partikeln innerhalb der Gefäßwand der großen Arterien gekennzeichnet ist. 
Frühe atherosklerotische Läsionen bestehen aus subendothelialen Anreicherungen 
cholesterinüberladener Makrophagen. Diese Zellen sind gekennzeichnet durch 
tröpfchenförmige Anreicherungen von Lipiden innerhalb ihres Zytosols, wodurch bei 
deren Ansicht im Durchlichtmikroskop der Eindruck vom Schaum innerhalb der Zelle 
entsteht und sie daher auch als „Schaumzellen“ bezeichnet werden. Die ersten 
Charakteristika der Atheroskleroseentwicklung sind „fatty streaks“, welche 
Ansammlungen von lipid-reichen Makrophagen und vereinzelt T-Lymphozyten, 
Thrombozyten, Zellen der glatten Muskulatur (engl. smooth muscle cells, SMC) 
sowie von Mastzellen unterhalb des Endothels darstellen (91). Im Menschen wird 
diese Art von Läsionen bereits in der ersten Lebensdekade innerhalb der Aorta 
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beobachtet. In der zweiten Lebensdekade treten sie dann bereits in den 
Koronararterien und zwischen der dritten und vierten Lebensdekade innerhalb der 
cerebralen Arterien auf (1). Aufgrund von Unterschieden in der Stärke des 
Blutflusses innerhalb der Arterien, gibt es verschiedene bevorzugte Bereiche für die 
Ansiedlung von Läsionen. Hierzu gehören die Bögen größerer Gefäße. Obwohl das 
Vorhandensein von „fatty streaks“ klinisch nicht von Bedeutung ist, sind sie doch die 
Grundlage für die spätere Bildung von Atheromen, abnormalen entzündlichen 
Ansammlungen von Makrophagen und anderen weißen Blutzellen sowie fibröser 
Ablagerungen innerhalb der Arteriengefäßwand. Atherome, auch als Plaques 
bezeichnet werden, bilden sich nur in Arterienwänden und nicht in venösem Gewebe. 
Im weiteren Verlauf der Plaquebildung kommt es zur Ansammlung von lipidreichen 
nekrotischem Zellmaterial und zum Einwandern von SMC. Diese Läsionen sind 
überzogen von einer fibrösen Kappe, die aus SMC und Teilen der extrazellulären 
Matrix besteht und einen nekrotischen Kern umschließt. Beim weiteren Fortschreiten 
der Plaqueentwicklung kann es zur Kalzifizierung, Geschwürbildung und zum 
Einwachsen kleiner Blutgefäße aus der Arterienwand kommen. Obwohl 
vorangeschrittene Läsionen in der Lage sind, den Blutfluss zu unterbrechen, 
entstehen die meisten klinischen Komplikationen durch akuten Verschluss der 
Blutgefäße aufgrund von Thromben und Blutgerinnsel, deren Entstehung durch das 
Aufreißen der fibrösen Kappe begünstigt wird. Die wichtigsten Konsequenzen eines 
akuten thrombotischen Gefäßverschlusses sind Herzinfarkt und Schlaganfall.  
 
2.3.2 Die Risikofaktoren der Atherosklerose 
  
Epidemiologische Studien der letzten 50 Jahre haben eine Vielzahl von 
Risikofaktoren für die Entstehung von Atherosklerose aufgedeckt. Diese können in 
zwei Gruppen unterteilt werden. Erstens Risikofaktoren, die aufgrund genetischer 
Veranlagung bestehen, und zweitens Faktoren, welche vor allem durch Umwelt und 
Lebensführung bedingt sind. Der Zusammenhang zwischen beiden Gruppen von 
Faktoren und der Entwicklung von Atherosklerose und koronarer Herzkrankheit 
(KHK) ist in Tabelle 2 zusammengefasst. Der wichtigste Risikofaktor für KHK ist das 
Lebensalter. 
 
Faktoren mit einer starken 
genetischen Komponente 
 
erhöhtes LDL und VLDL - Verschiedene epidemiologische Studien zeigen eine Assoziation 
zwischen erhöhtem LDL/VLDL und koronarer Herzkrankheit, 
welche durch verschiedene Studien von genetischen Krankheiten 
und im Tiermodell untermauert werden (92) 
- Klinische Studien zeigen einen positiven Effekt von cholesterin-
senkenden Mitteln auf den Verlauf der Atherosklerose (9, 92). 
reduziertes HDL  - Epidemiologische Studien, monogene Krankheiten, sowie 
Untersuchungen an Tiermodellen zeigen eine Assoziation 
zwischen Atherosklerose und niedrigen HDL-Werten (93). 
erhöhtes Lipoprotein(a) 
(Lp(a)) 
- Einige, aber nicht alle Studien, zeigen eine Assoziation von 
erhöhten Lp(a) –Konzentrationen im Blut und Atherosklerose (94, 
95). 
erhöhter Blutdruck - Epidemiologische Studien zeigen einen Zusammenhang 
zwischen erhöhtem Blutdruck und KHK. 
- Klinische Studien zeigen eine positive Wirkung von 
Blutdrucksenkung für das Schlaganfall-Risiko (96, 97). 
familiärer Hintergrund - Unabhängig von anderen Risikofaktoren ist der familiäre 
Hintergrund ein signifikanter Risikofaktor (3). 
Diabetes mellitus und 
Übergewicht 
- Ein Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus, Übergewicht 
und Atherosklerose konnte in verschiedenen Studien und im 
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Tiermodell nachgewiesen werden (92). 
erhöhte Werte verschiedener 
hämostatischer Faktoren  
- Eine unabhängige signifikante Assoziation zwischen KHK und 
erhöhter Fibrinogenkonzentration im Blut bzw. „plasminogen 
activator inhibitor type 1“ (PAI1), sowie zwischen gesteigerter 
Thrombozytenaktivität und KHK konnte nachgewiesen werden 
(98-100). 
Geschlecht - Unterhalb eines Alters von 60 Jahren haben Männer ein mehr als 
zweifach erhöhtes Risiko an KHK zu erkranken als Frauen (101) 
systemische Entzündungen - Erhöhte Serumkonzentrationen von C-reaktiven Protein, sowie 
entzündliche Krankheiten wie die rheumatische Arthritis stehen in 
Zusammenhang mit einem erhöhten Risiko für Atherosklerose 
und KHK (102, 103). 
Metabolisches Syndrom - Unter dem Begriff „Metabolisches Syndrom“ wird eine Komplexe 
metabolische Störung zusammengefasst, bei der die 
Insulinresistenz einen zentralen Platz einnimmt. 
- Das Metabolische Syndrom zeigt eine enge Korrelation mit dem 




fettreiche Ernährung - Epidemiologische Studien zeigen eine starke Assoziation von 
Lebensführung, vor allem der Ernährung und KHK. 
- Ein erhöhtes Risiko durch fettreiche Ernährung konnte auch im 
Tiermodell nachgewiesen werden (92). 
Rauchen - Zahlreiche Studien zeigen einen deutlichen Zusammenhang 
zwischen Rauchen und KHK. 
- Das Einstellen des Rauchens  führt zu einem deutlich niedrigeren 




- Fettlösliche Antioxidantien führen im Tiermodell zu einem 
reduziertem Risiko für die Entwicklung von Atherosklerose. 
- Klinische Studien zeigen kontroverse Ergebnisse (105). 
zu wenig körperliche 
Bewegung 
- Bewegungsmangel ist signifikant mit einem gesteigerten KHK-
Risiko assoziiert (92). 
Infektionen - Einige epidemiologische Studien und Untersuchungen am 
Tiermodell deuten auf einen Zusammenhang zwischen KHK und 
Infektionen durch Chlamydia pneumoniae hin (97). 
 
Tabelle 2 Genetisch bedingte und durch die Umwelt induzierte Risikofaktoren für 
Atherosklerose und koronare Herzkrankheit (KHK) (1) 
 
2.3.3 Die zellulären und molekularen Aspekte der Atherosklerose 
2.3.3.1 Allgemeines 
 
Durch intensive Forschung in den letzen 100 Jahren  konnten wichtige Einblicke in 
die Pathogenese der Atherosklerose gewonnen werden. Dabei wurde die 
Atherosklerose, welche ursprünglich als eine Störung von Lipidablagerungen 
definiert wurde, umdefiniert in eine Krankheit, die primär durch das Voranschreiten 
inflammatorischer Prozesse in den arteriellen Gefäßen charakterisiert ist (1, 2, 5, 6, 
106). Besonders durch die Fortschritte bei der Entwicklung spezieller Mausmodelle, 
welche defizient für definierte Gene sind, haben wir heute ein sehr viel genaueres 
Bild über die molekularen Vorgänge, welche bei der Bildung atherosklerotischer 
Läsionen von Bedeutung sind. Obwohl normale Labormäuse keine Atherosklerose 
entwickeln, kann die Entstehung von Atherosklerose in Apolipoprotein E (ApoE)- 
oder LDL Rezeptor (LDL-R) –defizienten Mäusen bei gleichzeitiger Fütterung 
fettreicher Nahrung induziert werden. Unter Zuhilfenahme dieser Mäuse konnte eine 
Vielzahl von Genen identifiziert werden, welche die Entwicklung von Atherosklerose 
vor dem Hintergrund einer Hypercholesterinämie hervorrufen. Unser gegenwärtiges 
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Verständnis vom Entstehen und Fortschreiten der Atherosklerose ist daher eine 
Kombination von Erkenntnissen aus Tierversuchen, Zellkultur, der Analyse humaner 
Läsionen, Untersuchungen an Patienten mit koronaren Syndromen und 




2.3.3.2 Die Entstehung von Läsionen 
 
Bei der Entstehung von Läsionen kommt dem Endothel, dass mit seinen „tight 
junctions“ eine Barriere zwischen Blutstrom und Gewebe bildet, eine besondere 
Bedeutung zu. Endotheliale Zellen können als Sensoren agieren und bei Bedarf 
Botenstoffe freisetzen, welche den Umbau des Endothels oder die Entstehung von 
Entzündungsreaktionen vermitteln können. Das Entfernen von Endothelzellen führt 
zum Einwandern und anschließender Proliferation von SMC, welche sich absenken 
nachdem sich das Endothel regeneriert hat (107). Scherkräfte, die aufgrund des 
Blutflusses auf endotheliale Zellen wirken, haben Auswirkungen auf deren 
Morphologie. So zeigen Endothelzellen, welche sich in tubulären Abschnitten der 
Gefäße mit einheitlicher und laminarer Blutströmung befinden, eine ellipsoide Form 
und sind linear zum Blutfluss ausgerichtet. Zellen, die sich an Arterienverzweigungen 
und Arterienbögen befinden, an denen der Blutfluss gestört ist, zeigen hingegen eine 
polygonale Form und keine erkennbare Orientierung. Diese Stellen sind weiterhin 
durch eine erhöhte Permeabilität für Makromoleküle, wie das Low Density 
Lipoprotein (LDL), gekennzeichnet und bevorzugte Stellen für die Entstehung von 
Atheromen (107).  
 
Eine aktuelle Hypothese geht davon aus, dass die Akkumulation von LDL in der 
subendothelialen Matrix den Startpunkt für die Initiation der Atherosklerose darstellt. 
Dabei ist die Menge des subendothelial akkumulierenden LDLs proportional zu 
dessen Serumkonzentration und hängt weiterhin von der Transport- und Verweilzeit 
des LDLs im Blut ab. Beim Eintritt des LDLs in den Subendothelialraum handelt es 
sich vermutlich um einen passiven Transportprozess durch die „junctions“ der 
endothelialen Zellen. Bei diesem Vorgang konnte eine Interaktion zwischen dem 
LDL-Bestandteil Apolipoprotein B (ApoB) und Matrix-Proteoglycanen nachgewiesen 
werden (108). Dies erklärt warum auch andere ApoB enthaltende Lipoproteine wie 
beispielsweise Lp(a), ein Partikel bestehend aus LDL und einem zusätzlichen 
Apolipoprotein, Apolipoprotein A (ApoA), in der Intima akkumulieren und 
Atherosklerose induzieren können (1). 
  
Thrombozyten sind die ersten Blutzellen, welche nach der Aktivierung des Endothels 
in Erscheinung treten. Durch ihre Glykoproteine Ib und IIb/IIIa interagieren sie mit der 
Oberfläche des Endothels und tragen dadurch zu dessen Aktivierung bei. Eine 
Inhibierung der Thrombozyten-Adhäsion führt zu einer Reduktion der 
Leukozyteninfiltration und reduzierter Bildung von Atherosklerose in Mäusen mit 
Hypercholesterinämie (109). 
 
Aufgrund von Zellkulturexperimenten wird angenommen, dass die Aufnahme von 
nativem LDL (nLDL) durch Makrophagen nicht ausreicht, um diese zu Schaumzellen 
werden zu lassen. Deshalb geht eine gängige Hypothese davon aus, dass 
Schaumzellen vor allem LDL aufnehmen, welches vorher innerhalb der Gefäßwand 
modifiziert wurde (110). Spätere Untersuchungen konnten nachweisen, dass LDL, 
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welches in der subendothelialen Matrix zurückgehalten wird, tatsächlich modifiziert 
wird. Die verschiedenen Modifikationen wie beispielsweise Oxidation, Lipolyse, 
Proteolyse und Aggregation des LDL sind an der Entstehung von 
Entzündungsherden sowie der Schaumzellbildung beteiligt (111).  
 
Neue Untersuchungen zeigen jedoch, dass eine Schaumzellbildung auch durch die 
Aufnahme von nativen LDL über den Prozess der Makropinozytose vermittelt werden 
kann (112). 
 
Das High Density Lipoprotein (HDL) hat einen stark schützenden Effekt auf die 
Entwicklung von Atherosklerose, da es den Abtransport von überschüssigem 
Cholesterin aus dem peripheren Gewebe vermittelt. Ein weiterer schützender Effekt 
beruht auf seiner Fähigkeit, die Oxidation von Lipoproteinen zu verhindern. Diese 
Wirkung geht zum Teil auf die Serum-Paraoxonase zurück, einer Esterase, welche 
zusammen mit dem HDL transportiert wird und die Degradation biologisch aktiver 
Phospholipide vermittelt (113, 114).  
 
2.3.3.3 Die Interaktionen zwischen Endothel und Leukozyten 
 
Atherosklerose ist auch charakterisiert durch die Interaktion von Monozyten und 
Lymphozyten mit der arteriellen Zellwand. Das initiierende Ereignis dieser 
Rekrutierung ist die Stimulation endothelialer Zellen durch oxidiertes LDL (oxLDL), 
woraufhin diese verschiedene proinflammatorische Proteine wie Adhäsionsmoleküle, 
Wachstumsfaktoren oder Chemokine bilden (1). Es konnte gezeigt werden, dass ein 
genetisches Ausschalten oder die pharmakologische Blockade verschiedener 
Chemokine und Adhäsionsproteine bei mononuklearen Blutzellen in Mäusen die 
Bildung von Atherosklerose verhindern kann (115-119). Der erste Schritt bei der 
Adhäsion von Leukozyten, dem so genannten „rolling“ entlang der endothelialen 
Oberfläche, wird durch Selektine vermittelt, welche an Kohlehydratliganden auf der 
Zelloberfläche der Leukozyten binden. Studien in Mäusen, die defizient für E-, P-
Selektin oder dem Adhäsionsmolekül „intracellular adhesion molecule 1“ (ICAM1) 
sind, unterstreichen die Rolle dieser Moleküle in der Entwicklung der Atherosklerose 
(120, 121). Eine starke Adhäsion von Monozyten und T-Zellen zum Endothel wird 
zudem durch die Integrine alpha 4 (ITGA4) und beta 1 (ITGB1) auf der Oberfläche 
der Leukozyten, dem „vascular cell adhesion molecule 1“ (VCAM-1) und „component 
segment 1“ CS-1 auf der endothelialen Zelloberfläche vermittelt. Sowohl in vitro als 
auch in vivo Studien belegen, dass diese Interaktion bei der Entwicklung von 
Atherosklerose eine wichtige Rolle spielt (122, 123). Studien in ApoE-/- Mäusen 
konnten nachweisen, dass für die Rekrutierung von Monozyten ferner die Interaktion 
zwischen MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1) und CCR2 wichtig ist (115, 
116). Hierbei wird MCP-1 von Endothelzellen ausgeschüttet, bindet an CCR2 auf 
Monozyten und wirkt auf diese Weise chemotaktisch. Ein weiteres wichtiges Molekül 
in diesem Zusammenhang ist der makrophagenspezifische Colony Stimulating 
Factor 1 (CSF1), welcher die Proliferation und Differenzierung von Makrophagen 
induziert. CSF1 führt in Monozyten zusätzlich zur Expression von 
Scavengerrezeptoren, welche im folgenden Kapitel genauer besprochen werden. In 
Mäusen mit einer spontanen Deletion von CSF1 wurde eine dramatische Reduktion 
der Läsionen beobachtet, wodurch eine obligate Rolle für Makrophagen in der 
Formierung von atherosklerotischen Plaques suggeriert wird (124). In der kürzlich 
erschienenen Arbeit von Swirski et al. konnte in apoE-/- Mäusen gezeigt werden, 
dass die kontinuierliche Ansammlung von Monozyten an den Stellen der 
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Plaqueentstehung proportional mit der Läsionsgröße zunimmt und dass diese 
Akkumulation durch eine Hypercholesterinämie zusätzlich verstärkt wird (125).  
 
2.3.3.4 Die Rolle von T-Zellen und deren Aktivierung bei der Plaqueentstehung 
 
Immunzellen, wie T-Zellen, antigen-präsentierende dendritische Zellen, Monozyten 
und Mastzellen patroullieren durch verschiedene Gewebe inklusive der Arterien auf 
der Suche nach Antigenen (6, 126). Humane atherosklerotische Plaques bestehen 
zum größten Teil aus V -SMC und zu etwa 40% aus Makrophagen und 10% CD3+ T-
Zellen (127). Bei der Plaqueentstehhung werden T-Zellen durch spezifische 
Chemokine wie CCL5 (auch RANTES), CXC-Chemokin Ligand 10 (CXCL10) oder 
CXCL11 rekrutiert (116). Dabei sind es vor allem CD4+ T-Zellen, welche an Major 
Histocompatibility Complex II (MHCII) gebundene Antigene erkennen. Aus humanen 
Läsionen konnten T-Zellen kloniert werden, welche reaktiv gegen oxLDL, heat shock 
protein 60 und Chlamydien waren (128-130). Zusätzlich konnten Zytokine in 
atherosklerotischen Läsionen nachgewiesen werden, welche zur Aktivierung von TH1 
T-Zellen und dadurch zur nachfolgenden Aktivierung von Makrophagen durch 
ausgeschüttetes Interferon γ (INFγ) führen (131-133). INFγ steigert die Effizienz der 
Antikörper-Erkennung und erhöht die Synthese des „tumor necrosis factor α“ (TNFα) 
und Interleukin 1β (IL1β). Beide regen synergistisch die Produktion weiterer 
inflammatorischer und zytotoxischer Moleküle in Makrophagen und benachbarten 
vaskulären Zellen an (6). Dass diese Prozesse bei der Entstehung der 
Atherosklerose von Bedeutung sind, konnte in apoE-/- Mäusen demonstriert werden, 
wo das Ausschalten von IFNγ oder dem IFNγ-Rezeptor in einer Reduktion der 
Atherosklerose resultierte (134, 135). Neben INFγ produzierenden Zellen befinden 
sich in solchen Läsionen aber auch Interleukin 12- (IL12), IL15-, IL18- und TNF-
sezernierende T-Zellen, jedoch kaum Zellen, welche das TH2 Zytokin IL-4 
produzieren (129, 131, 133). Diese Vorherrschaft von TH1-spezifischen Zytokinen 
deutet darauf hin, dass überwiegend TH1 Zellen an der Entstehung von Läsionen 
beteiligt sind. Diese Hypothese wird durch Studien in Mäusen mit 
Hypercholesterinämie unterstützt, in denen eine Ausschaltung von INFγ oder des 
INFγ-Rezeptors, aber auch von IL12, IL18, TNF oder des TH1-induzierenden 
Transkriptionsfaktors T-bet zu einer Reduktion der atherosklerotischen Plaques 
führte (134, 136-139). Des weiteren führen die systemische Applikation 
rekombinanten INFγ oder der TH1-Zell-inhibierenden Substanz Pentoxifyllin in 
Mäusen mit Hypercholesterinämie zu einer Vergrößerung bzw. Verkleinerung der 
atherosklerotischen Läsionen, was die Hypothese einer TH1-gesteuerten Progression 
der Atherosklerose weiter unterstützt (140, 141). Bei der Entwicklung der 
Atherosklerose spielen auch TH2 Zellen eine Rolle, indem sie sowohl proatherogene 
als auch antiatherogen Effekte vermitteln. Ein proatherogener Effekt, welcher von 
TH2 Zellen vermittelt wird, ist der Beitrag zur Formierung von Aneurismen durch 
Induktion elastolytischer Enzyme (142).  
 
Weiterhin sind bei der Entstehung früher Läsionen „Natural Killer“ (NK) Zellen von 
Bedeutung, da sie Lipidantigene erkennen können und ihre Aktivierung in apoE-/- 
Mäusen zu einer Steigerung der Atherosklerose führt (143). CD8+ T-Zellen, welche 
vor allem virale Antigene erkennen, sind ebenfalls in Läsionen zu finden. In apoE-/- 
Mäusen führt die Aktivierung von CD8+ T-Zellen zum Untergang arterieller Zellen und 
einer Beschleunigung des Voranschreitens der Atherosklerose (144). Obwohl alle T-
Zellen unabhängig von ihrer Antigenspezifität an atherosklerotische Plaques 
rekrutiert werden können, besteht die Mehrzahl dieser T-Zellen aus der heterogenen 
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Gruppe der CD45RO+ Memory T-Zellen, die sich im Ruhezustand befinden (145, 
146). Eine aktuelle Theorie geht davon aus, dass diese Zellen, welche durch 
vorangegangene Infektionen und andere fremde Antigene entstanden sind, innerhalb 
der Plaques sehr rasch proliferieren können, nachdem sie dem gleichen oder einem 
ähnlichen Pathogen ausgesetzt wurden. Diese, durch antigen-präsentierende Zellen 
induzierte Proliferation, führt dann zur Freisetzung von pro-inflammatorischen 
Zytokinen, Koagulationsfaktoren und Matrixmetalloproteasen (MMPs), welche das 
Aufbrechen des Plaques zur Folge haben können (147). 
 
2.3.3.5 Die Rolle der Monozyten bei der Plaqueentstehung 
2.3.3.5.1 Die Modifikationen von LDL 
 
Untersuchungen zur Schaumzellbildung offenbarten, dass eine Modifikation von LDL 
und die anschließende Aufnahme dieses modifizierten LDLs durch Makrophagen, die 
Bildung von Schaumzellen induziert (148). Weiterhin haben Beobachtungen im 
Tiermodell gezeigt, dass oxLDL eine chemoattraktive Wirkung auf Monozyten und T-
Zellen hat und seinerseits die Expression von Adhäsionsmolekülen induziert. 
Zusätzlich führt es zur Auto-Antikörperbildung und der Aktivierung von T-Zellen 
(105). An der Modifikation von LDL sind neben reaktiven Sauerstoffformen (Reactive 
Oxygen Species, ROS), auch verschiedene Enzyme wie beispielsweise die 
Myeloperoxidase (MPO), die Sphingomyelinase (SMase) oder die sekretorische 
Phospholipase (sPLA2) beteiligt, welche in humanen atherosklerotischen Läsionen 
vorkommen. Die Myeloperoxidase generiert hochreaktive Moleküle, wie 
Hypochlorsäure oder Tyrosyl-Radikale, welche beide LDL modifizieren können, das 
später durch Scavengerrezeptoren aufgenommen werden kann (149). Der 
Sphingomyelinase wird eine Beteiligung an der Aggregation von LDL und dessen 
nachfolgender verstärkter Aufnahme durch Makrophagen zugeschrieben (150). Die 
sekretorische Phospholipase ist in der Lage, die Oxidation von LDL zu vermitteln. 
Studien in Mäusen, welche dieses Enzym überexprimieren, weisen daher eine 
deutlich verstärkte Form der Atherosklerose auf (151). Eine weitere Quelle für die 
Bildung von ROS ist die 12/15-Lipoxygenase. Lipoxygenasen vermitteln den Einbau 
von molekularem Sauerstoff in mehrfach ungesättigte Fettsäuren und produzieren 
dadurch Moleküle wie HPETE (Hydroperoxyeicosatetranoic Acid), welche durch die 
Zellmembran transportiert werden können und so zur Modifikation von LDL 
beitragen. Bei Untersuchungen an 12/15-Lipoxygenase knockout Mäusen konnte 
nachwiesen werden, dass dieses Enzym an der Bildung von Atherosklerose beteiligt 
ist (152). Zahlreiche weitere Studien unterstützen eine Beteiligung von oxLDL an der 
Bildung der Atherosklerose. Makrophagen nehmen beispielsweise bevorzugt oxLDL 
auf, was zu einer verstärkten Schaumzellbildung führt und aufgrund der Zytotoxizität 
von oxLDL Apoptose induzieren kann (153).  
 
2.3.3.5.2 Die Scavenger Rezeptoren 
 
In den letzten Jahren waren Scavenger Rezeptoren Gegenstand intensiver 
Untersuchungen. Ihre Entdeckung erklärte die exzessive Aufnahme von Lipiden und 
Cholesterin durch Macrophagen, die zur Bildung der Schaumzellen führt. Der Name 
„Scavenger“ (engl. „Aasfresser“) Rezeptor erklärt sich aus deren Fähigkeit, eine 
große Anzahl verschiedener Liganden zu binden und zu entsorgen. Dem Vorschlag 
von Krieger (154) folgend, sind diese in 10 Klassen (Klasse A – J) aufgeteilt. 
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Mitglieder der Klassen A, B, D, E, F, G und H wurden innerhalb atherosklerotischer 
Plaques nachgewiesen und werden derzeit im Zusammenhang mit der Bildung von 
Schaumzellen diskutiert (155). Im Folgenden soll nur auf die wichtigsten Vertreter der 
Klassen A, B, D und H eingegangen werden.  
 
2.3.3.5.2.1 Die Klasse A Scavenger Rezeptoren 
 
Die zur Klasse A gehörenden Scavenger Rezeptoren SR-AI, SR-AII und SR-AIII sind 
alle Produkte eines Gens, die durch alternatives Splicing entstehen. SR-AIII wird  
aufgrund seiner unterschiedlichen intrazellulären Modifikationen nicht an der 
Zelloberfläche präsentiert, die Expression einer löslichen Form von SR-AIII führt 
jedoch zu einer Inhibierung der Ligandenbindung an SR-AI und SR-AII in Chinese 
Hamster Ovary (CHO) Zellen (155). SR-AI und II werden von Gewebe-Makrophagen 
(z.B. Kupfer Zellen) und endothelialen Zellen innerhalb der Aorta und der Leber, 
exprimiert (156, 157). Eine verstärkte Expression von SR-AI und II wurde zudem in 
Makrophagen innerhalb atherosklerotischer Plaques nachgewiesen (156, 158). Hier 
wird die Expression von SR-AI und II noch zusätzlich durch seinen Liganden oxLDL 
verstärkt (159). 
 
Die Rolle von SR-A bei der Formierung der Atherosklerose in Mäusen wurde in 
verschiedenen Studien untersucht. So zeigten ApoE-/-/ SR-A-/-, welche mit einer fett- 
und cholesterinarmen Nahrung gefüttert wurden, nach 4 Wochen eine 60%ige 
Reduktion der atherosklerotischen Läsionen im Vergleich zu apoE-/- knockout 
Mäusen (160). In einer folgenden Studie von Sakaguchi et al. (161) wurden SR-A-/- 
knockout Mäuse mit LDL-R-/- Mäusen gekreuzt und mit einer fettreichen Diät 
aufgezogen. Nach 4 Wochen zeigten diese LDLR-/-/SR-A-/- Mäuse eine 28%ige 
Reduktion und nach 12 Wochen eine 23%ige Reduktion der atherosklerotischen 
Läsionen, verglichen mit den LDL-R-/- Mäusen (161). Schaumzellen innerhalb der 
Läsionen zeigten keine Expression des LDL-R oder von SR-A, jedoch eine deutlich 
erhöhte Expression weiterer Scavenger Rezeptoren wie MARCO, CD36 oder CD68 
(161). Obwohl beide Studien einen proatherogenen Effekt von SR-A vermuten 
lassen, konnte in der Studie von de Winther et al (162) dieser Effekt nicht bestätigt 
werden. Hier wurden SR-A-/- Mäuse mit apoE3-Leiden Mäusen gekreuzt und für 10 
Wochen mit einer fettreichen Diät gehalten. In dieser Studie konnten keine 
signifikanten Änderungen der Läsionen durch Ausschalten von SR-A I belegt 
werden. Bei zusätzlicher Fütterung mit 0,5% Cholsäure, einer in der Leber aus 
Cholesterin gebildeten Gallensäure, wurde eine signifikante Vergrößerung der 
atherosklerotischen Läsionen festgestellt (162). Durch 
Knochenmarktransplantationen wurden in weiteren Untersuchungen  C57Bl/6-SR-A-/- 
und C57Bl/6-LDLR-/-/SR-A-/- Mäuse geschaffen. In beiden Maustypen hatte das 
Ausschalten von SR-A eine 60%ige Reduktion der atherosklerotischen Läsionen zur 
Folge. Damit wurde zumindest in der Anfangsphase der Formierung 
atherosklerotischer Plaques, eine proatherogene Wirkung von SR-A untermauert 
(163). 
 
2.3.3.5.2.2 Die Klasse B Scavenger Rezeptoren 
 
SR-BI und CD36 bilden zusammen die Klasse B der Scavenger Rezeptoren. Für den 
SR-BI Rezeptor konnte gezeigt werden, dass er als Rezeptor für HDL fungiert und 
die selektive Aufnahme von Cholesterinestern aus HDL vermittelt (164). Durch 
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Untersuchungen an apoE-/- Mäusen wurde zudem seine Anwesenheit in den 
Verdickungen der Intima dieser Mäuse festgestellt, was zu Überlegungen einer 
möglichen proatherogenen Wirkung von SR-BI führte (165). Es konnte daraufhin  
nachgewiesen werden, dass SR-BI in der Lage ist, auch modifizierte Lipoproteine, 
anionische Phospholipide und apoptotische Zellen zu binden (166). In SR-BI-/- und 
SR-BI-/-/LDLR-/- Mäusen konnte schließlich eine antiatherogene Wirkung von SR-BI 
belegt werden. Beide Maustypen wiesen eine erhöhte Plaquebildung im Vergleich zu 
ihrem Wildtyp auf (167, 168). Durch eine Rückkreuzung in apoE-/- Mäuse führte die 
Defizienz in SR-BI aber zu kardialer Dysfunktion und vorzeitigem Tod (169, 170). 
Untersuchungen an LDL-R-/- Mäusen mit fortgeschrittenen Läsionen demonstrierten, 
dass SR-BI in Makrophagen zu einer Reduktion der Atherome führt (168, 171). Im 
Gegensatz dazu, wurde die Bildung von „fatty streaks“ durch SR-BI in LDL-R-/- 
Mäusen verstärkt (171). Dies verdeutlicht die duale Rolle von SR-BI in Abhängigkeit 
vom Pathogenese-Stadium der Atherosklerose.  
 
CD36 wird in einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen exprimiert, unter anderem in 
Endothelialzellen, Adipozyten, Erythrozyten-Vorläuferzellen, Thrombozyten, 
Monozyten und Makrophagen (155). Untersuchungen im Mausmodell zeigten, dass 
CD36 eine Funktion bei der Bindung und Internalisierung modifizierten LDLs besitzt 
(172). CD36-defiziente Maus-Makrophagen weisen in dieser Studie eine 60-80%ige 
Reduktion der oxLDL Aufnahme auf (172). Ein atherosklerotischer Effekt für CD36 
konnte zudem in apoE-/-/CD36-/- Mäusen demonstriert werden. Diese Tiere weisen, 
verglichen mit apoE-/- Tieren, eine bis zu 70%ige Reduktion der atherosklerotischen 
Läsionen auf (173-175).  
 
2.3.3.5.2.3 Die Klasse D Scavenger Rezeptoren 
 
CD68 ist der einzige Angehörige der Klasse D. Dieser Rezeptor wird vor allem in 
Makrophagen exprimiert und ist in der Lage, oxLDL spezifisch zu binden (159). Der 
Großteil dieses hochglykosylierten Proteins kommt im Endosom und Lysosom des 
Makrophagen vor und wird daher als Marker für diesen Zelltyp benutzt.. Weiterhin 
weisen Dendritische Zellen eine Expression von CD68 auf (176, 177). Ein geringer 
Anteil von CD68 wird auch auf der Zelloberfläche präsentiert. Die 
Zelloberflächenpräsentation von CD68 wird unter anderem durch oxLDL induziert 
(159). Eine funktionelle Relevanz von CD68 für die Scavenger Rezeptor-vermittelte 
Bildung von Schaumzellen ist nicht belegt. 
 
2.3.3.5.2.4 Die Klasse H Scavenger Rezeptoren 
 
Die Klasse H der Scavenger Rezeptoren wird durch die sehr großen 
Membranproteine Stabilin-1 (STAB1 oder FEEL1) und Stabilin-2 (STAB2 oder 
FEEL2) gebildet. Beide sind zu 39,8% identisch und binden neben Gram-positiven 
und Gram-negativen Bakterien auch actyliertes LDL (178, 179). Eine mögliche 
funktionelle Rolle von STAB1 und 2 als Scavenger Rezeptor wird derzeit untersucht. 
Es scheint jedoch klar, dass STAB1 die Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen 
vermitteln und somit auch an der Bildung atherosklerotischer Plaques beteiligt sein 
kann (180).  
 




Toll-like Rezeptoren binden neben bakteriellen Pathogenen auch pathogen-ähnliche 
Moleküle, wie beispielsweise oxLDL. Im Gegensatz zu Scavengerrezeptoren 
initiieren sie jedoch Signalkaskaden, welche zur Zellaktivierung führen (181). So 
produzieren zum Beispiel aktivierte Makrophagen inflammatorische Zytokine, 
Proteasen  und zytotoxische Sauerstoff- und Stickstoff-Radikale. Ähnliche Effekte 
wurden in dendritischen Zellen, Mastzellen und endothelialen Zellen beobachtet, 
welche ebenfalls Toll-like Rezeptoren exprimieren (181). Zellen innerhalb 
atherosklerotischer Läsionen exprimieren ein ganzes Spektrum an Toll-like 
Rezeptoren. Es ist daher wahrscheinlich, dass diese Rezeptoren auch an 
Entzündungsreaktionen innerhalb dieser Läsionen beteiligt sind (2, 146). Diese 
Hypothese wird durch die Beobachtung unterstützt, dass das Ausschalten von 
MyD88, einem wichtigen Vermittlerprotein innerhalb der Signalkaskade von Toll-like 
Rezeptoren, in apoE-/- knockout Mäusen zu einer Reduktion der Atherosklerose führt 
(182).  
 
Eine kurze Zusammenfassung der molekularen und zellulären Prozesse, welche bei 





Abbildung 2-5 Zusammenfassung einiger zellulärer Prozesse, die an der Entstehung 
atherosklerotischer Plaques beteiligt sind 
 
2.3.3.6 Fortgeschrittene Läsionen und Thrombose 
 
Beim Voranschreiten der Plaqueentwicklung spielt die Interaktion unterschiedlicher 
Zelltypen über Oberflächenproteine eine wichtige Rolle. Zwei 
Zelloberflächenproteine, CD40 und sein Ligand CD40L, sind dabei von besonderer 
Bedeutung, da sie Ähnlichkeiten mit löslichen proinflammatorischen Zytokinen haben 
und zur Ausschüttung weiterer inflammatorischer Zytokine, zur Sekretion von 
Matrixmetalloproteinasen, sowie zur Expression von Adhäsionsmolekülen beitragen 
(183). Im Gegensatz zu Zytokinen haben sie zusätzlich eine gerinnungsfördernde 
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Wirkung. Beide Proteine werden in Makrophagen, T-Zellen, V-SMCs und 
Thrombozyten exprimiert und ihre Inhibierung führt zu einer Reduktion der 
Atherosklerose im Tiermodell (184, 185).   
 
Pathologische Studien zeigen, dass das Entstehen von Thrombus-induzierten akuten 
koronaren Verstopfungen im Wesentlichen von der Zusammensetzung und Stabilität 
der Plaques abhängt und weniger vom Schweregrad der Stenosen (1, 186). Instabile 
Plaques, welche aufbrechen und einen Thrombus freisetzen können, machen etwa 
60-70% aller koronaren Thrombosen aus. Der restliche Anteil entsteht aufgrund 
endothelialer Erosion (187). Aufbrechende Plaques haben in der Regel eine dünne 
fibröse Kappe und enthalten eine erhöhte Anzahl aktivierter Leukozyten. Neben 
Dendritischen Zellen (DC), Mastzellen, einigen B-Zellen und NK T-Zellen sind es vor 
allem Makrophagen und T-Zellen, welche maßgeblich zur Instabilität der Plaques 
beitragen (127, 188, 189) (Abbildung 2-6).  
 
Eine Vielzahl unterschiedlicher Botenstoffe und Enzyme tragen ebenfalls zur 
Plaqueinstabilität bei. So produzieren T-Zellen beispielsweise INFγ, welches die 
Matrixproduktion durch SMC inhibiert. Makrophagen degradieren die extrazelluläre 
Matrix zusätzlich durch Sekretion verschiedener Enzyme. Dabei spielen zwei Arten 
von Proteasen eine wichtige Rolle: Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Cystein-
Proteasen (190, 191). Einige wichtige Vertreter der MMPs in atherosklerotischen 
Plaques sind Gelatinase-A (MMP2), Stromelysin (MMP3) und Gelatinase-B (MMP9)  
(4). Ihre Aktivität wird auf verschiedenen Ebenen reguliert. Inflammatorische Zytokine 
induzieren ihre Expression, Plasmin aktiviert ihre unreifen Vorläuferformen durch 
proteolytische Spaltung und verschiedene Inhibitorproteine können ihre Aktivität 
unterbinden. In gleicher Weise werden Cystein-Proteasen durch Zytokine induziert 
und durch Inhibitoren, die Cystatine, inhibiert (191). Der Aufbruch der Plaques erfolgt 
meistens an den Schultern, wo sich eine Vielzahl von Schaumzellen befindet. Dies 
zeigt, dass Faktoren, welche zu Entzündungsreaktionen führen, ebenfalls zur 
Thrombusbildung beitragen. Weiterhin gibt es eine Häufung von Herzinfarkten und 
Schlaganfällen im Zusammenhang mit Infektionen (1). Die Stabilität von Plaques wird 
zudem durch Prozesse wie Verkalkung und dem Einwachsen neuer Blutgefäße in 





Abbildung 2-6 Thrombusbildung durch das Aufreißen der fibrösen Plaquekappe 
2.4 Genetische Krankheiten und Atherosklerose 
 
Obwohl in den meisten Fällen die Entstehung von Atherosklerose durch das 
Zusammenspiel mehrerer unterschiedlicher Faktoren zustande kommt, sind die 
wichtigsten Einblicke in die Entstehung der Atherosklerose durch Studien an 
seltenen, vererblichen Krankheiten gewonnen wurden (Tabelle 3).  
 








ApoB100 (apoB)  
- Dominante Krankheit, welche durch sehr hohe 
LDL- und Cholesterinwerte charakterisiert ist; führt 
bereits in der Kindheit zu schwerer KHK. 
 
- Dominante Krankheit, LDL Bindung an den LDLR 
ist gestört, der Schweregrad ist nicht so hoch wie 













- Bei der homozygoten Form existiert praktisch kein  
HDL, was zu sehr früher Entwicklung von KHK 
führt 
- Diese rezessive Funktionsstörung beruht auf dem 
Defekt des ABCA1 Transporters. Die Zellen sind 
nicht mehr in der Lage Cholesterin und 
Phospholipide zu exportieren, was zu einem sehr 
niedrigen HDL –Spiegel im Blut führt. 
 
-   Sehr niedrige HDL-Konzentrationen aufgrund des 
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- Rezessive Stoffwechselstörung, welche durch 
erhöhte Werte an Homozystein charakterisiert ist 









nuclear factor 1α) 
(197) 
- MODY (maturity-onset diabetes of the young) 1, 2 
und 3 sind charakterisiert durch eine nicht-Insullin 



















- Dominante Störung mit früh einsetzendem 









- Dominante Störung mit Bluthochdruck und 




- Bluthochdruck in Zusammenhang mit 
Schwangerschaft.  
 
Tabelle 3 Beispiele für vererbliche Krankheiten, die mit Atherosklerose assoziiert sind (1) 
 
Durch Untersuchungen an Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie wurden 
Regulationsnetzwerke entdeckt, welche später zu Zielen cholesterinsenkender 
Pharmaka wurden. Eine weitere erblich bedingte Krankheit, welche zur Entwicklung 
von Atherosklerose führt, ist die Tangier Disease. Patienten mit dieser Krankheit 
besitzen praktisch kein HDL aufgrund einer Mutation im ATP-binding cassette (ABC) 
transporter 1 (ABCA1) (194-196). Dieser Fakt macht die Krankheit zu einem 
interessanten Model für die Untersuchung der Atheroskleroseentwicklung. 
  
Im Gegensatz zu den oben genannten Krankheiten war der Erfolg bei der 
Untersuchung der Entstehung und des Ablaufs der Atherosklerose, die eine 
komplexe Genese haben, bisher eher gering. Eine Reihe von Studien konnten zwar 
verschiedene Gene identifizieren, die auf unterschiedliche Weise an der Entstehung 
der Atherosklerose beteiligt sind, jedoch ist das Verständnis über deren 
Zusammenwirken noch unvollständig. Einige dieser Gene, deren genetische 








LDL/VLDL ApoE (199) - Drei häufige Allele bekannt. Erhöhte 
Cholesterinwerte beim E4-Allel durch gestörte 
Aufnahme von Chylomikronen und VLDL durch 
die Leber. 



















- Multiple Polymorphismen führen zu niedrigen 
HDL. 
  
-   Hohe HDL-Werte die in Kombination mit 
Polymorphismus der hepatischen Lipase das 
KHK-Risiko erhöhen. 
 
- Missense Mutation führt zu HDL-Senkung. 
 
Lipoprotein(a) apo (a) (94) - Multiple Allele von apo (a) erklären 90% der 




- Missense Polymorphismen erhöhen 
Homocysteinwerte. 
 




- Promotorpolymorphismus ist mit verstärkter 
Koagulation assoziiert. 
 
- Promotorpolymorphismus ist mit verstärkter 
Koagulation assoziiert. 







- Missense und Promotor Polymorphismen 
assoziiert mit Bluthochdruck. 
 
- Missense Polymorphismus assoziiert mit 
Bluthochdruck. 
 
- Missense Polymorphismen assoziiert mit 
Bluthochdruck. 
KHK Angiotensin converting 





















Toll-like Rezeptor 4 
(TLR4) (211) 
- Insertion und deletion Mutationen bekannt. 




- Missense Polymorphismen sind assoziiert mit 
KHK. 
 
- Missense Polymorphismen sind assoziiert mit 
KHK 
 
- Missense Polymorphism en sind assoziiert mit 
KHK. 
 
- Drei verschiedene Allele für Wildtyp bekannt. 
KHK- und Schlaganfallassoziation sind umstritten 
 
 
- Zwei verschiedene Allele bekannt, eines davon 
ist mit erhöhtem Risiko für Atherosklerose 
assoziiert.  
 




Tabelle 4 Gene, deren Mutationen in Kombination mit anderen Faktoren die Bildung von 




2.4.1 Monogen induzierte Hypercholesterinämien 
2.4.2 Allgemeines 
 
Wie bereits im vorherigen Abschnitt dargestellt, gibt es eine Vielzahl verschiedener 
Ursachen für die Entstehung der Atherosklerose. Da die meisten dieser Faktoren 
additiv wirken, sind Untersuchungen über die Entstehung und das Voranschreiten 
der Atherosklerose, speziell im Menschen, schwierig. Nicht zuletzt wegen der 
notwendigen ethischen Schranken, welche bei Untersuchungen am Menschen zu 
beachten sind, kommen die meisten Erkenntnisse über molekulare Zusammenhänge 
der Atherosklerose aus dem Tiermodell. Hier nimmt das Mausmodell bei der 
Untersuchung der Atherosklerose eine herausragende Stellung ein. Da jedoch 
Wildtyp-Mäuse selbst bei stark cholesterinreicher Nahrung nur sehr selten und auch 
nur im weit fortgeschrittenen Alter spontan eine Atherosklerose entwickeln, ist es 
notwendig, für solche Untersuchungen bestimmte Gene, wie die für den LDL-R oder 
das apoE, auszuschalten. Aufgrund der Unterschiede in der Physiologie zwischen 
Maus und Mensch ist jedoch eine vollständige Übersetzung solcher Erkenntnisse auf 
den Menschen nicht immer möglich.  
 
Um genauere Informationen über den Ablauf der Atherosklerose im Menschen zu 
erhalten, wurden Untersuchungen an Leukozyten von Patienten durchgeführt, 
welche einen monogenen Defekt als Ursache für die Entstehung von Atherosklerose 
ausweisen. Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Patienten mit Familiärer 
Hypercholesterinämie gewählt, welche aufgrund eines Defekts des LDL-R sehr früh 
eine Atherosklerose entwickeln. In der Regel sind diagnostizierte FH-Patienten 
aufgrund der Schwere solcher Defekte ärztlich besonders gut kontrolliert und 
dokumentiert. Dies macht eine spätere Interpretation der Ergebnisse deutlich 
einfacher, da die Krankheitsgeschichte und Medikamentierung dieser Patienten 
bekannt sind und bei der Auswertung der Ergebnisse berücksichtigt werden können. 
  
2.4.2.1 Familiäre Hypercholesterinämie 
 
Die Familiäre Hypercholesterinämie (FH) ist die am weitesten verbreitete Form einer 
Hypercholesterinämie, welche durch einen monogenen Erbdefekt verursacht wird. 
Sie war eine der ersten sowohl klinisch als auch genetisch charakterisierten 
Lipidstoffwechselerkrankungen (212). Die Verbreitung der heterozygoten Form der 
FH liegt durchschnittlich bei 1 in 500, die der homozygoten Form bei 1 in 1.000.000. 
Damit beträgt die Zahl der weltweit homo- bzw. heterozygoten FH Träger etwa 10 
Millionen (10).  
 
2.4.2.2 Das Krankheitsbild 
 
Die FH wird autosomal kodominant vererbt und wird durch einen Defekt im LDL-R-
Gen verursacht. Homozygote Träger zeigen eine stärkere Krankheitsausprägung als 
heterozygote Träger und haben unabhängig von Ernährung, Lebensführung, 
Geschlecht und Alter sehr hohe Serum-LDL- und –cholesterinkonzentrationen. So 
weisen beispielsweise homozygote FH-Patienten in China, wo die Aufnahme von 
Cholesterin und gesättigten Fettsäuren traditionell sehr niedrig ist, gleiche LDL-
Cholesterin-Werte wie homozygote FH-Patienten aus Westeuropa auf, wo relativ 
hohe Mengen an Cholesterin mit der Nahrung aufgenommen werden (213). 
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Homozygote FH-Patienten bilden bereits in der Kindheit subkutane Xanthome an den 
Sehnen. Dabei handelt es sich um Ansammlungen von Schaumzellen, welche unter 
der Haut vor allem an den Sehnen der Fersen, Ellenbogen und zwischen den 
Fingern akkumulieren (Abbildung 2-7). Ein weiteres Symptom ist ein grauer Ring 
unter der Augenhornhaut (Arcus cornealis), welcher durch Einlagerungen fettreicher 
Partikel entsteht.  
 
Abbildung 2-7 Zwei eineiige 
Zwillinge türkischer Herkunft 
im Alter von 3 Jahren, beide 
sind homozygote FH-Träger. 
Die Pfeile markieren die 
deutlich ausgeprägten 
subkutanen Xanthome. 
Beide Patienten sind Teil der 
im Rahmen dieser Arbeit 
untersuchten Studien-
gruppe. Mit freundlicher 










Patienten mit homozygoter FH entwickeln aufgrund der stark erhöhten LDL-
Serumwerte bereits in der Kindheit Atherosklerose. Dabei steigt die Ausprägung der 
Atherosklerose proportional zur Menge an Serum-LDL und dessen Verweildauer im 
Blut an (215). Wird die Menge an Serum-LDL nicht effektiv gesenkt, ist die 
Lebenserwartung homozygoter Patienten aufgrund von kardiovaskulären  
Krankheiten gering. Die Optimierung anderer kardiovaskulärer Risikofaktoren, wie 
Lebensführung und Ernährung hat wenig Einfluss auf den Verlauf der Krankheit 
(212). Die Serum-HDL-Werte sind sowohl bei homozygoten als auch bei 
heterozygoten Patienten normal bis leicht erniedrigt. 
 
Patienten mit homozygoter FH können in zwei Gruppen eingeteilt werden: 1) 
Patienten, deren LDL-R Aktivität (meist an Fibroblasten gemessen) weniger als 2% 
der normalen LDL-R Aktivität beträgt (die Rezeptor-negativen Patienten) und 2) 
Patienten, welche eine Restaktivität von 2-25% der normalen LDL-R Aktivität 
aufweisen und als Rezeptor-defiziente Patienten bezeichnet werden (212). 
Unbehandelte Rezeptor-negative Patienten erreichen kaum das Alter von 20 Jahren. 
Rezeptor-defiziente Patienten haben zwar eine etwas bessere Prognose, entwickeln 
aber bis auf wenige Ausnahmen klinisch signifikante atherosklerotische Krankheiten 
im Alter von 30 Jahren und früher (212). 
 
Die Serum-LDL-Cholesterinwerte heterozygoter FH-Patienten sind deutlich niedriger 
als die der homozygoten Patienten (in der Regel 40-75 % niedriger) und hängen in 
größerem Umfang von weiteren Risikofaktoren ab. Obwohl die Art des genetischen 
Defekts einen deutlichen Einfluss auf die Ausprägung der FH hat, können die Serum-
LDL-Cholesterin-Werte dieser Patienten stark schwanken. Daher hängt eine 
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klinische Prognose heterozygoter Patienten von weiteren genetischen Faktoren und 
deren Lebensführung ab (216). 
 
2.4.2.3 Die Diagnose 
 
Ein großes Problem der FH stellt ihre unzureichende Diagnose in der Bevölkerung 
dar. So schwankt die Prozentrate diagnostizierter FH-Patienten zwischen 1% in 
Russland, 20% in den Niederlanden (wo seit 1994 ein Programm zur Diagnose der 
FH existiert) und 44% in Island mit seiner relativ kleinen Population und guter 
Patientenüberwachung (10). Für eine definitive Diagnose von FH müssen 
verschiedene Kriterien erfüllt werden. In den Niederlanden existiert beispielsweise 
ein Punktesystem, welches für bestimmte Phenotyp-Kriterien unterschiedliche 
Punktzahlen vergibt. Liegt die Gesamtpunktezahl aller Kriterien bei 8 oder darüber, 
ist die Diagnose FH sicher (Tabelle 5) (10). Ähnliche Kriterientabellen existieren auch 
in anderen Ländern. 
 
Familiäre Geschichte Punktzahl 
bei Angehörigen ersten Grades (Männer < 55 Jahren, Frauen < 60 Jahren) liegt 
eine KHK vor  
1 
Angehörige ersten Grades haben ein LDL-Cholesterin Wert über dem 95. Perzentil 
ODER Sehnen-Xanthome und/oder Arcus cornealis 
2 
Kinder unter 18 Jahren haben ein LDL-Cholesterin Wert über dem 95. Perzentil 2 
Klinische Geschichte  
Vorliegen einer KHK (Männer < 55 Jahren, Frauen < 60 Jahren) 2 
Vorliegen peripherer oder cerebraler  Gefäßkrankheiten (Männer < 55 Jahren, 
Frauen < 60 Jahren) 
1 
physische Symptome  
Sehnen-Xanthome 6 
Arcus cornealis < 45 Jahren 4 
Laboranalysen  
LDL-Cholesterin > 8,5 mmol/l (> 330 mg/dl) 8 
LDL-Cholesterin 6,5 – 8,4mmol/l (250 – 329mg/dl) 5 
LDL-Cholesterin 5,0 – 6,4mmol/l (190 – 249mg/dl) 3 
LDL-Cholesterin 4,0 – 4,9mmol/l (155 – 198mg/dl) 1 
DNA Analyse  
Funktionelle Mutation im LDL-R 8 
 
Tabelle 5 Punktesystem zur Diagnose der Familiären Hypercholesterinämie nach den Kriterien 
des „Dutch Lipid Network“, Pro Kriterium werden Punkte verteilt und anschließend 
zusammengerechnet. Werden insgesamt 8 oder mehr Punkte erreicht, gilt die Diagnose der FH als 
sicher. 
 
2.4.2.4 Die Behandlung  
 
Heterozygote FH-Patienten werden in aller Regel mit Statinen behandelt. Dies sind 
Medikamente, welche die HMG-CoA-Reduktase (HMGCR), das 
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Cholesterin-Biosynthese, inhibieren und 
dadurch die Heraufregulation der LDL-R-Expression induzieren. Um die 
gewünschten LDL-Cholesterin-Werte zu erreichen, ist oft die Kombination mit 
weiteren Medikamenten, wie beispielsweise Ezetimibe notwendig. Ezetimibe inhibiert 
spezifisch die Cholesterin-Resorption im Darm und führt somit in Kombination mit der 
Inhibition der endogenen Cholesterinsynthese zu einer deutlichen Senkung des LDL-




In homozygoten FH-Patienten haben Statine und Ezetimibe nur einen moderaten 
Effekt. Obwohl sich bei einigen homozygoten Rezeptor-defekten Patienten mit 
Medikamenten die LDL-Cholesterin-Werte etwas senken lassen, ist eine alleinige 
medikamentöse Behandlung dieser Patienten nicht ausreichend. Die zum jetzigen 
Zeitpunkt am besten geeignete Methode zur Behandlung homozygoter FH-Patienten 
stellt die LDL-Apherese dar. Diese Behandlung erlaubt das selektive Entfernen von 
LDL aus der Zirkulation durch extrakorporale Bindung von LDL an Dextransulfat-, 
Heparin- oder anti-apoB-Antikörper-Säulen. Obwohl diese Behandlungsmethode 
sehr zeit- und kostenaufwendig ist, stellt sie derzeit die einzige verfügbare 
Behandlungsstrategie dar, welche in der Lage ist, das Voranschreiten der 
Atherosklerose in homozygoten FH-Patienten zu verlangsamen (219). Die LDL-
Apherese kommt neben homozygoten Patienten auch bei besonders schweren 
heterozygoten Formen der FH zum Einsatz, bei denen eine Medikamententherapie 
allein nicht ausreichend ist, um die Serum-LDL-Cholesterin-Werte zu senken. Trotz 
der Möglichkeiten, die die LDL-Apherese beim Verlangsamen der Atherosklerose-
Entwicklung bietet, ist sie dennoch nicht in der Lage, diese komplett aufzuhalten, da 
zwischen den Behandlungen die Hypercholesterinämie wieder zunimmt. Eine 
Alternative zur LDL-Apherese ist die Lebertransplantation, von der bereits 1984 im 
Zusammenhang mit FH berichtet wurde. Es zeigte sich, dass diese 
Behandlungsmethode in der Lage ist, sowohl die LDL- als auch die Lp(a)-Werte 
deutlich zu senken (220). Das Problem einer Lebertransplantation besteht jedoch 
darin, dass es sich hierbei um eine schwerwiegende und kostenintensive Operation 
handelt, welche darüber hinaus eine lebenslange Suppression des Immunsystems 
erfordert. Eine weitere Möglichkeit der Behandlung von FH-Patienten stellt die 
Gentherapie dar. Zwischen 1994 und 1995 wurden bei 6 Patienten Teile der Leber 
entnommen und ex vivo mit LDL-R-enthaltenden Vektoren transfiziert. Anschließend 
wurden diese Zellen wieder in die Patienten rücktransplantiert und trugen dort zur 
Regeneration der Leber bei, welche nun den LDL-R exprimierte. Obwohl die 
Verträglichkeit durchweg gut war, fiel der lipid-senkende Effekt eher gering aus und 
ließ mit der Zeit deutlich nach (221-223). Zudem ist auch bei dieser 
Behandlungsstrategie eine Suppression des Immunsystems notwendig. Es sind 
daher neue Behandlungsmöglichkeiten dringend notwendig, um die Lebensqualität 




























Alle FH-Patienten und Kontrollprobanden, die Teil dieser Studie sind, wurden über 
deren Inhalt und Zielsetzung informiert und haben schriftlich ihre Einwilligung zur 
Teilnahme erklärt. Das Studienkonzept und die damit verbundenen Arbeiten mit 
humanem Zellmaterial wurden von der Ethikkommision der Friedrich-Schiller- 




Die LDL-R-Mutationen, sowie Defekte in den Genen apo (a) und apoE der FH-
Patienten, wurden an der Phillips-Universität Marburg detektiert und mittels PCR 
Amplifikation, denaturierender Gel-Gradienten Elektrophorese (DGGE) und 




Für die Mikroarray-Analysen wurden pro untersuchten Zelltyp 8ml Vollblut unter 
Zuhilfenahme des BD Vacutainer CPT Systems (BD BioSciences, Heidelberg) dem 
Patienten entnommen und anschließend mittels RosetteSep Monocyte Enrichment 
bzw. RosetteSep T Cell Enrichment Antibody Cocktail (Cell Systems, St. Katharinen), 
dem Protokoll des Herstellers folgend, isoliert. Die Reinheit der Zellpräparationen 
wurde mit Hilfe von Durchflußzytometrie bestimmt. Es wurden nur Zellpräparationen 
verwendet, welche eine Reinheit von über 95%, hinsichtlich möglicher 
Verureinigungen durch T-Zellen bzw. Monozyten, B-Zellen und NK-Zellen aufwiesen 
(Abbildung 3-2 und 3-3).  
 
3.4 Monozytenisolation und Kryokonservierung für die Zellkultur 
 
Für die Zellkultur wurden 80ml Vollblut in Sarstedt Heparin Monovetten (Sarstedt, 
Nümbrecht) entnommen und je 15ml Vollblut im 50ml Falcon Röhrchen (Greiner 
BioOne, Frickenhausen) mit 15ml PBS (PAA Laboratories, Pasching, Österreich) 
verdünnt. Die Auftrennung der Zellen erfolgte durch Zugabe von RosetteSep 
Monocyte Enrichment Cocktail (Cell Systems, St. Katharinen) und Dichtegradienten-
Zentrifugation mit Ficoll (Biochrom, Berlin), entsprechend den Vorgaben des 
Herstellers. Die Reinheit der Zellpräparationen wurde mittels Durchflußzytometrie 
bestimmt. Es wurden nur Zellpräparationen verwendet, welche eine Reinheit von 
über 95%, hinsichtlich möglicher Verureinigungen durch T-Zellen, B-Zellen und NK-
Zellen aufwiesen (Abbildung 3-2 und 3-3) 
 
Die isolierten Monozyten wurden in 10% DMSO (Sigma Aldrich, München), 60% 
IMDM (Invitrogen, Karlsruhe) mit 30% hitze-inaktiviertem autologem Serum 
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resuspendiert und computerkontrolliert mit -1°C/min auf -80°C herabgekühlt und 
anschließend in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  
 
Für die Zellkulturassays wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, mit 
PBS (PAA Laboratories, Pasching, Österreich) gewaschen und in X-vivo15 Medium 
(Cambrex BioScience, Nottingham, Vereinigtes Königreich) resuspendiert. Es 
wurden je 1x105 Zellen pro well in 24-well Platten (Greiner BioOne, Frickenhausen) 
ausgesät und in X-vivo15 Medium kultiviert.  
 
3.5 Differentialblutbild, Bestimmung der Lipidwerte und oxLDL 
Bestimmung 
 
Zur Bestimmung eines Differentialblutbilds wurden 2,7ml Blut in einer EDTA-
Sarstedt-Monovette (Sarstedt, Nümbrecht) entnommen. Zur Bestimmung des 
Lipidprofils wurden 2,7ml Blut in Lithium-Heparin-Monovetten (Sarstedt, Nümbrecht) 
abgenommen. Das Erstellen des Differentialblutbilds und des Lipidprofils erfolgte am 
Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitätsklinikums 
Jena. Zur Bestimmung der Serum-oxLDL-Werte wurde das oxLDL-ELISA-Kit 
(ImmunDiagnostik, Bensheim) entsprechend den Vorgaben des Herstellers 
verwendet.  
3.6 RNA Extraktion 
 
Die aufgereinigten Zellen wurden in 1,5ml TRIZOL (Invitrogen, Karlsruhe) lysiert, die 
RNA durch Ausschütteln mit 500µl Chloroform (Sigma Aldrich, München) extrahiert 
und die organische Phase von der wässrigen Phase mittels 15ml PLG Tubes 
(Eppendorf, Hamburg) voneinander getrennt. Die in der wässrigen Phase enthaltene 
RNA wurde mit dem RNeasy Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend den Vorgaben des 
Herstellers aufgereinigt. Die RNA-Menge und der A260/A280 Quotient zur Bestimmung 
der Verunreinigung mit Proteinen wurde mit einem NanoDrop Photospektrometer 
ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, USA) bestimmt. Es wurden nur Proben 
verwendet, welche einen A260/A280 Quotienten zwischen 1,9 und 2,1 aufwiesen. Die 
Integrität der RNA wurde mit dem Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, 
Waldbronn) überprüft. Es wurden nur Proben verwendet, welche eine RIN (RNA 
Integritäts Nummer) von mehr als 9 aufwiesen (RIN = 10 entspricht der 
bestmöglichen Integrität, RIN = 1 entspricht einer vollständig degradierten RNA, die 
Bewertung erfolgt aufgrund verschiedener RNA-Charakteristika, unter anderem des 
Verhältnisses vom 18S rRNA zum 28S rRNA Signal; dem Ladepuffer ist zur 
Berechnung des RNA-Gehalts ein Kontroll-Nukleotid mit definierter Menge und 






Abbildung 3-1 Typisches Elektropherogram einer verwendeten totalen RNA-Präparation 
 
3.7 Mikroarray Analysen 
 
Es wurden 1µg totale RNA mittels des One-Cycle Target Labeling und Control Kits 
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) prozessiert und auf Affymetrix HG-U133A Plus 
2.0 GeneChips hybridisiert. Nach dem Waschen und Färben in einer Affymetix 
Fluidic Station 400 wurden die Arrays mittels des Affymetrix Scanner 3000 mit High 
Resolution Upgrade eingelesen. Die Rohdaten wurden mit der Affymetrix GCOS 1.3 
Software prozessiert und nach Analyse des Qualitätsberichts der GCOS Software die 
Daten für eine weitere Analyse als .CEL Dateien nach GeneSpring GX 7.3 (Agilent 
Technologies, Waldbronn) exportiert. Dort wurden die Daten mittels des RMA 
Algorithmus (Robust Multi-Array Average) normalisiert (225). Für detaillierte 
Analysen wurden nur Gene als im jeweiligen Zelltyp exprimiert betrachtet, welche 
über alle Arrays des entsprechenden Zelltyps in mindestens der Hälfte der 
analysierten Arrays einen Expressionswert von mehr als 50 aufwiesen. Die Arrays 
wurden gruppiert in solche, dir von homozygoten FH-Patienten, heterozygoten FH-
Patienten und gesunden Kontrollen stammen. Differentiell exprimierte Gene wurden 
für Monozyten mittels eines parametrischen Welch T-Test mit anschließender 
Korrektur für multiples Testen nach Bejamini Hochberg (False Discovery Rate = 
0.05) unter Annahme einer ungleichen Varianzverteilung ermittelt (226). Für T-Zellen 
wurde auf eine anschließende Korrektur für multiples Testen verzichtet.  
 
Das Funktionelle Annotations Clustering wurde mittels des Internet-basierten 
Programms DAVID 2006 (http://david.abcc.ncifcrf.gov) durchgeführt. Mittels Fisher 
Exact T-Test werden überrepräsentierte Gen-Ontologie (GO) Annotationen ermittelt 
und diese Gene durch eine anschließende Kappa Statistik heuristischen Clustern 
zugeordnet, deren enthaltene Gene, ähnlichen GO Familien angehören und 
biologisch, aufgrund ihrer Funktion oder der Lokalisierung des resultierenden 
translatierten Proteins, miteinander verwandt sind. Für alle resultierenden Cluster 
wird ein Signifikanzwert bestimmt. Die Signifikanz, der so genannte Gene 
Enrichment Score (GES), errechnet sich aus dem negativen Logarithmus des 
geometrischen Mittelwerts aller Fisher Exact p-Werte der einzelnen, dem Cluster 
angehörigen Gene. Dies bedeutet, dass ein hoher GES auch einer hohen Signifikanz 
entspricht (227, 228). Es wurden jeweils nur die drei signifikantesten Cluster für jede 
Analyse gezeigt.  
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3.8 Quantitative Real-time PCR 
 
Für die quantitative Real-time PCR wurden 500ng totale RNA mittels des QuantiTect 
Reverse Transcription Kits (Qiagen, Hilden) in cDNA umgeschrieben. 30ng cDNA 
wurden zur Validierung pro Transkript und Probe eingesetzt. Für die Messung der 
einzelnen Transkripte wurden QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hilden) zusammen 
mit dem SYBR-Green RealMasterMix Kit (Eppendorf, Hamburg) verwendet. Die 
Validierung der Expressionsdaten aus den Mikroarrayanalysen wurde auf einer 
Realplex2S PCR Maschine durchgeführt (Eppendorf, Hamburg). Für die Überprüfung 
der Spezifität und der genauen Anzahl der gemessenen Transkriptkopien wurde eine 
no-template Kontrolle (in dieser Probe ist keine DNA enthalten) sowie ein Standard 
mit bekannten Kopienzahlen des zu messenden Transkripts mitgeführt (5 Standards 
mit 200, 1.000, 5.000, 25.000 und 100.000 Kopien des zu messenden Transkripts). 
Um technisch bedingte Schwankungen weiter zu minimieren, wurden alle 
Messungen auf die zuvor gemessene Expression des „house keeping“ Gens 
Ubiquitin C (UBC) normalisiert. Zuvor wurde sichergestellt, dass UBC in allen Proben 
in gleichem Umfang exprimiert wird. Für die Vergleichbarkeit der relativen 
Genexpression zwischen FH-Patienten und Kontrollen wurden alle so normalisierten 
Messwerte nochmals auf den Median aller erhaltenen Quotienten für das betreffende 
Transkript normalisiert.  
 
3.9 LDL-Isolation, Präparation und Markierung 
 
Das LDL wurde durch sequentielle Ultrazentrifugation mit einer Beckman Optima L-
70 Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Krefeld) (1.020 < d < 1.063 g/l) aus dem 
frischen Serum gesunder Spender mit normalen Lipidwerten isoliert (229). Durch 
Ultrazentrifugation in einem Beckman SW40Ti Rotor für 20 Stunden bei 10°C mit 
35.000rpm (d=1.019 und d=1.063 g/l) wurde das LDL isoliert und in einem Beckman 
VTi 65.1 Rotor für 4 Stunden bei 10°C mit 60.000rpm aufkonzentriert. Die jeweilige 
Dichte (d) wurde mit Kaliumbromid eingestellt. Das isolierte LDL wurde anschließend 
mehrfach gegen PBS mit 0.03% NaN3, 0,24mM Na2EDTA bei 4°C dialysiert. Es 
wurde anschließend mit Stickstoff überschichtet und bis zu zwei Wochen bei 4°C 
gelagert.  Alle folgenden Prozesse wurden in steriler Umgebung durchgeführt.  
 
Zum Entfernen des verbliebenen NaN3 und Na2EDTA wurde das dialysierte LDL 
mittels PD-10 Säulen (GE Healthcare, Buckinghamshire, Vereinigtes Königreich) 
gereinigt. Mild oxidiertes LDL (moxLDL) wurde durch Inkubation für 6 Stunden bei 
37°C in PBS (pH 7.4) mit 10µM CuSO4 oxidiert. Der Oxidationsprozess wurde 
anschließend durch Zugabe von Na2EDTA gestoppt. Vor der weiteren Nutzung 
wurde das Na2EDTA erneut mittels PD-10 Säulen entfernt. Der Oxidationsgrad 
wurde durch vier unabhängige Methoden überprüft (230-232): 
 
1) Absorbanz bei 234nm zeigt die Präsenz von konjugierten Dienen in 
Fettsäuren an; moxLDL hatte eine 1,8±0,13fach höherer Absorbanz bei 
234nm als nLDL 
2) Absorbanz bei 485nm zeigt die Präsenz von beta-Karotenen an; moxLDL 
hatte eine 3,0±0,5fach niedrigere Absorbanz bei 485nm als nLDL 
3) Thiobarbituratsäure-reaktive-Substanzen Assay (TBARS); in moxLDL wurden 
50,891 nmol Malondialdehyde (MDA) /mg LDL-Protein festgestellt, nLDL 
enthielt 0,104 nmol MDA/mg LDL-Protein 
  
 3-37
4) Elektrophoretische Mobilität in der SDS-PAGE: moxLDL zeigte eine höhere 
Elektrophoretische Mobilität im Vergleich zu nLDL, wodurch ein höherer 
Oxidationsgrad von moxLDL verglichen mit nLDL angezeigt wird. 
 
nLDL und moxLDL wurden mit dem Alexa Fluor 488 Labeling Kit (Molecular Probes, 
Karlsruhe) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers markiert. Die markierten 
nLDL und moxLDL wurden anschließend mit Stickstoff überschichtet, bei 4°C 
gelagert und innerhalb einer Woche eingesetzt.  
 
Alle eingesetzten LDL-Präparationen wurden mit dem QCL-1000 LAL Kit (Cambrex 
BioScience, Nottingham, Vereinigtes Königreich) auf Endotoxine getestet und 
enthielten keine nachweisbaren Mengen an Endotoxinen (<0,02 EU/ml).  
 
3.10 Bindungs- und Aufnahmestudien 
 
Für die Bindungsassays wurden die Zellen, wie beschrieben, ausgesät und für 1 
Stunde bei 4°C mit fluoreszenzmarkierten nLDL bzw. moxLDL in den angegebenen 
Konzentrationen im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit kaltem 
PBS gewaschen und die Bindung von LDL mittels Durchflußzytometrie überprüft.  
 
Für dosis- und zeitabhängige Aufnahmestudien, wurden die Zellen bei 37°C und 5% 
CO2 zusammen mit nLDL bzw. moxLDL in den angegebenen Konzentrationen bzw. 
für die angegebenen Zeiträume inkubiert. Nach der Inkubation wurden anhaftende 
Zelle mit Trypsin/EDTA vom Boden abgelöst und zusammen mit den Zellen im 
Überstand mit kaltem PBS gewaschen. Anschließend erfolgte eine Markierung der 
Zellen mit 1µl Annexin V (BD BioSciences, Heidelberg) und 1µl 7AAD (BD 
BioSciences, Heidelberg) in 50µl FACS Puffer (1x PBS (PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich) mit 0,5% BSA (Sigma Aldrich, München), 0,09% NaN3 (Sigma Aldrich, 
München) für 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschließend wurden die 
Zellen in 200µl FACS-Puffer aufgenommen und mittels Durchflußzytometrie 
gemessen. 
 
Für die CD36-Blockade-Experimente wurden zunächst der Maus Kontroll-IgG 
Antikörper (Sigma Aldrich, München) und der anti-CD36 Antikörper FA6-152 (Abcam, 
Cambridge, Vereinigtes Königreich) durch Endotrap Red 1/1 Säulen (Profos, 
Regensburg) von möglichen Endotoxinen befreit. Zur Blockade von CD36 wurden 
10µg/ml FA6-152 und zur Kontrolle 10µg/ml Maus IgG Antikörper eingesetzt und die 
Monozyten damit vor der Zugabe von LDL 1 Stunde bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
Danach wurden die Zellen wie beschrieben behandelt. Alle Experimente wurden pro 
Patient bzw. Kontrolle wenigstens zweimal ausgeführt. Es werden jeweils 




Durchflußzytometrie-Messungen wurden an einem FACSCalibur (BD BioScience, 
Heidelberg) mit CellQuest Software (BD BioScience, Heidelberg) durchgeführt. Für 
die Überprüfung der Reinheit der Zellpräparationen wurden Antikörper gegen CD3 
(T-Zellen), CD14 (Monozyten), CD19 (B-Zellen), CD56 (NK-Zellen) und CD235a 
(Erythrozyten) eingesetzt. Der Reinheitsgrad einer typischen Zellpräparation ist in 
Abbildung 3-2 für Monozyten und Abbildung 3-3 für T-Zellen gezeigt. Alle diese 
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Antikörper stammen von ImmunoTools (ImmunoTools, Friesoythe). Zur Messung der 
Proteinexpression wurden weiterhin eingesetzt, CD16 (ImmunoTools), CD36 
(ImmunoTools), CD68 (Serotec, Düsseldorf), CD91/LRP1 (BD BioScience, 
Heidelberg). Antikörper gegen intrazelluläres und extrazelluläres Stabilin-1 wurden 
freundlicherweise von Dr. J. Kzhyshkowska, Dermatologische Klinik, 
Universitätsklinikum Mannheim bereitgestellt. Die Analyse der zytometrischen Daten 





Abbildung 3-2 Reinheitskontrolle isolierter Monozyten (repräsentative Messungen); 
Untersuchung auf Verunreinigungen durch a) NK-Zellen, b) T-Zellen, c) B-Zellen und Erythrozyten;  





Abbildung 3-3 Reinheitskontrolle isolierter T-Zellen (repräsentative Messungen); Untersuchung 
auf Verunreinigungen durch a) Monozyten, b B-Zellen, c) NK-Zellen, d) Erythrozyten; die 





3.12 Western Blot Analysen 
 
Für die Western Blot Analyse wurden folgende Antikörper eingesetzt: anti-beta-Actin 
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA), anti-ABCA1 (Novus Biologicals, Littleton, CO, 
USA), anti-SCAP und anti-NPC1 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), anti-CD36 
(Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich), anti-LRP1 (freundlicherweise von Dr. 
D.K.  Strickland, Department Vascular Biology, Holland Laboratory, American Red 
Cross, Rockville, MD, USA, zur Verfügung gestellt) und anti-CALR (BD BioScience, 
Heidelberg). Die sekundären Antikörper waren Ziege-anti-Maus, Kaninchen-anti-
Ziege sowie Ziege-anti-Kaninchen, diese waren alle Meerrettichperoxidase-konjugiert 
(KPL, Gaithersburg, MD, USA). Es wurden pro Patient bzw. Kontrolle 1x106 Zellen 
isoliert und in 200µl Lysispuffer (50nM Tris pH 7,5, 150nM NaCl, 5mM EDTA, 1% 
NP40, 100µg/ml Aprotinin, 1µM PMSF, 100µM Leupeptin) lysiert. Vor der Analyse 
wurden unlösliche Bestandteile durch Zentrifugation aus dem Lysat entfernt und pro 
Individuum 10µg Protein (abhängig vom verwendeten Antikörper im reduzierenden 
bzw. nicht reduzierenden Puffer) auf das SDS-Gel aufgetragen. Immunreaktive 
Banden wurden mit Enhanced-Chemolumineszenz (ECL) (Perkin Elmer, Wellesley, 
MA, USA) und CL-XPosure (Pierce Biotechnology, Bonn) sichtbar gemacht. Die 
densitometrische Auswertung wurde mittels ImageQuant TL (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Vereinigtes Königreich) vorgenommen und für die beta-Actin 
Expression korrigiert. 
3.13 Statistische Analyse und grafische Aufbereitung 
 
Statistische Tests wurden mittels SPSS 14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) durchgeführt. 
Soweit nicht anders beschrieben, wurde ein zweiseitiger Student’s T-Test 
durchgeführt. Ein p-Wert<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. In den 
Figuren ist die jeweilige Signifikanz der Ergebnisse mit * für p<0,05, ** für p<0,01 und 
*** für p<0,001 angegeben. Histogramm-Abbildungen wurden mittels SigmaPlot 9 



























4.1 Vorarbeiten zur Untersuchung der GEP von weißen Blutzellen 
 
4.1.1 Prinzipielle Unterschiede in den GEP verschiedener Populationen 
weißer Blutzellen 
 
Zu Beginn der Studie sollte zunächst geklärt werden, ob weiße Blutzellen geeignet 
sind, um physiologische Prozesse in ihrem Genexpressionsprofil (GEP) abzubilden. 
Zunächst mussten dazu die prinzipiellen Unterschiede in den GEP zwischen der 
Gesamtheit aller weißen Blutzellen (WBC, engl. „white blood cells“), den 
mononuklearen peripheren Blutzellen (PBMC, engl. „peripher blood mononuclear 
cells“) und T-Zellen ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurde drei verschiedenen 
Probanden (Probanden A-C) Blut entnommen und aus diesem jeweils WBC, PBMC 
und T-Zellen isoliert. Die RNA wurde unmittelbar nach der Zellisolation extrahiert und 
bis zur weiteren Prozessierung bei -20°C gelagert. Die Messung der GEP der drei 
Zelltypen erfolgte auf Affymetrix HG-U 133A 2.0 GeneChips. Signifikant verändert 
exprimierte Gene zwischen den Zelltypen wurden mittels 1-Weg-ANOVA Test und 
einer anschliessenden Korrektur für multiples Testen nach Bonferroni (FDR=0,05) 
ermittelt. Es zeigte sich, dass zwischen den einzelnen Zelltypen 1.340 Transkripte 
unterschiedlich exprimiert werden. Eine anschliessende hierarchische Clusteranalyse 
auf Basis dieser differentiell exprimierten Gene war ausreichend, um unabhängig von 
den einzelnen Probanden eine Klassifizierung des Zelltyps vorzunehmen. Abbildung 
4-1 zeigt deutlich die Präsenz von drei Genclustern, welche aus Genen bestehen, die 
in den jeweiligen Zelltypen besonders stark exprimiert werden. Hierbei ist die Varianz 
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Um die Spezifität dieser Gene für die betreffenden Zelltypen zu überprüfen, wurde 
ein Vergleich mit bereits publizierten Daten durchgeführt. In den Arbeiten von 
Whitney et al. (233) und Palmer et al. (234) wurden mittels Microarrayanalysen 
ebenfalls Gene ermittelt, welche verstärkt in Granulozyten und Lymphozyten 
exprimiert werden. Ein direkter Vergleich zeigt, dass 55,3% der von Whitney et al. für 
Granulozyten spezifisch beschriebenen Gene bzw. 32,9% der von Palmer et al. als 
Granulozyten spezifisch beschriebenen Gene auch verstärkt in der 
Gesamtpopulation von WBCs exprimiert werden (Abbildung 4-2a). Ein Vergleich der 
in PBMCs verstärkt exprimierten Gene mit den als “Lymphozyten-spezifisch” 
beschriebenen Genen, zeigt jedoch eine sehr geringe (Whitney et al.) bzw. keine 
Übereinstimung (Palmer et al.) (Abbildung 4-2b). Interessanterweise, gibt es auch bei 
einem direkten Vergleich der in beiden Publikationen als Lymphozyten spezifisch 
beschriebenen Gene keinerlei Übereinstimmung. In der Arbeit von Palmer et al., 
wurden zusätzlich Gene beschrieben, welche verstärkt in T-Zellen exprimiert werden. 
Auch hier zeigt ein Vergleich dieser T Zell-spezifischen Gene mit den Genen aus 
Cluster III (in T-Zellen verstärkt exprimiert) nur eine geringe Übereinstimmung 
(Abbildung 4-2c).  
 
Diese Ergebnisse verdeutlichen die Varianzen, welche in Microarrayanalysen 
auftreten können. Die Gründe dafür liegen sehr wahrscheinlich in der Verwendung 
unterschiedlicher Microarraysysteme, unterschiedlicher Konservierungen der 
Blutproben und den verschiedenen Protokollen, welche bei der Prozessierung der 
RNA verwendet wurden. So wurde in den Arbeiten von Whitney et al. und Palmer et 
al. für die Isolation der RNA aus WBC das “PaxGene Blood RNA” System zur RNA-
Stabilisierung eingesetzt und die eigentliche RNA-Extraktion zeitversetzt 
durchgeführt, wohingegen die RNA-Isolation aus WBCs in dieser Studie sofort 
erfolgte. Darüber hinaus wurde ein anderer Microarray-Typ verwendet und somit 






Abbildung 4-2: Venn-Diagramme der verschiedenen als zelltypspezifisch exprimiert 
beschriebenen Gene von Whitney et al. und Palmer et al. mit den in den Clustern I-III 
enthaltenen Genen; a) Vergleich Granulozyten spezifischer Gene mit den in Cluster I enthaltenen 
Genen; b) Vergleich der Lymphozyten spezifischen Gene mit den Genen aus Cluster II (PBMC); c) 
Vergleich der T Zell spezifischen Gene mit den in Cluster III (T-Zellen) enthaltenen Genen; in a) und 
b) ist jeweils der prozentuale Anteil der Gene in Cluster I bzw. II an den als Granulozyten spezifisch 
bzw. Lymphozyten spezifisch beschriebenen Genen von Whitney et al. und Palmer et al. aufgeführt; in 
c) ist der prozentuale Anteil an der jeweils anderen Genmenge angegeben 
 
Um die Spezifität der ermittelten Gene näher zu untersuchen, wurde das Modell der 
physischen Belastung gewählt und Untersuchungen an jeweils drei verschiedenen 
gesunden männlichen Probanden durchgeführt, welche bis zur Erschöpfung auf 
einem Laufband trainierten. Ein bekannter Effekt bei erschöpfendem Training ist die 
Verschiebung der einzelnen Populationen der weißen Blutzellen, welcher auch als 
biphasische Antwort bekannt ist (235-237). Hierbei tritt eine Stunde nach der 
Belastung typischerweise ein Ansteigen der Gesamtzahl der Granulozyten und 
gleichzeitig ein Absinken der Gesamtzahl der Lymphozyten auf. Es sollte geklärt 
werden, ob sich diese Zellpopulationsverschiebungen mit Hilfe der hier erhaltenen 
Gencluster nachvollziehen lassen. Um eine Vergleichbarkeit der individuellen 
Messungen zu gewährleisten, wurde bei jedem Probanden zunächst das maximale 
Atemvolumen bestimmt. Dazu starteten alle drei Probanden ihr Training auf einem 
Laufband bei gleicher Anfangsgeschwindigkeit von 2 m/s. Diese wurde dann 
kontinuierlich alle 3min um 0,5 m/s erhöht und ihr jeweiliges Atemvolumen bestimmt. 
Der Test wurde fortgeführt, bis die Probanden erschöpft waren. Bei den 
nachfolgenden Untersuchungen wurde für die einzelnen Probanden jeweils die 
Geschwindigkeit gewählt, bei der sie 80% ihres maximalen Atemvolumens erreicht 
hatten. Den Probanden wurde unmittelbar vor dem Training und eine Stunde nach 
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dem Training Blut entnommen, die betreffenden Zellen isoliert und die RNA extrahiert 
und bei -20°C gelagert. Zusätzlich wurde bei jeder Blutentnahme ein 
Differentialblutbild erstellt. 
 
Bei allen untersuchten Probanden konnte der Effekt der biphasischen Antwort 
festgestellt werden. Dabei stieg die Gesamtzahl der Granulozyten vor Belastung von 
3,07 ± 0,47 Gpt/l auf 4,37 ± 0,95 Gpt/l nach Belastung an. Die Gesamtmenge der 
Leukozyten vor Belastung fiel von 1,63 ± 0,13 Gpt/l auf 1,20 ± 0,09 Gpt/l. In 
Abbildung 4-3 ist die Expression der Gencluster I-III in WBC vor und nach Belastung 
dargestellt. Es ist dabei zu erkennen, dass Gene, welche dem Cluster I angehören, 
nach erschöpfendem Training stärker exprimiert werden und damit einen Anstieg der 
Granulozytenzahl widerspiegeln. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Expression 
PBMC-typischer Gene vor und nach Belastung nicht verändert ist, wohingegen Gene 
des Clusters III, welche in T-Zellen vermehrt exprimiert werden, nach Belastung in 




Abbildung 4-3 Relative Verschiebung populationsspezifischer Markergene aus den Clustern I-
III in den GEP von WBC vor und nach physischer Belastung, a) Die Expression WBC-spezifischer 
Gene steigt nach Belastung an und reflektiert damit steigende Granulozytenzahlen. b) Gene, welche 
in PBMC verstärkt exprimiert werden, sind vor und nach Belastung nicht differentiell exprimiert. c) 
Reduzierte Expression T-Zell-spezifischer Gene in den GEP von WBCs nach Belastung. Die 
eingezeichneten Linien repräsentieren die Schwelle zur zweifach erhöhten bzw. zweifach erniedrigten 
Expression. 
 
Ein weiterer Hinweis auf Verschiebungen von Granulozyten und T-Zellen findet sich 
bei der Betrachtung der Expression zelltypspezifischer Oberflächenmarker. Hierbei 
sind die Oberflächenmarker CD66 und CD66d spezifisch für Granulozyten und die 
Marker CD3, CD8, CD28 und CCR7 spezifisch für verschiedene T Zell-Subtypen 
(238-241). Alle diese Marker folgen in ihrer Expression den jeweiligen Anteilen an 
Granulozyten und T-Zellen innerhalb der drei untersuchten Zellpopulationen 




















setzung von WBC nach 
physischer Belastung ist 




absinkende Anzahl an 
zirkulierenden Granulo-
zyten nach Belastung 
korreliert mit einer 
niedrigeren Expression der 
Granulozyten spezifischen 
Oberflächenmarker CD66 
und CD66d in den GEP 
von WBC nach Belastung. 
CD3, ein T Zell-
spezifischer Oberflächen-
marker, korreliert ebenfalls 
in den GEP von WBC mit 
dem Abfall der Gesamt-Lymphozyten nach physischer Belastung. In den GEP von PBMCs und T-
Zellen findet sich eine deutlich niedrigere Expression von CD66 und CD66d, die Expression von T-Zell 
spezifischen Markern ist bei GEP von PBMCs erhöht und  innerhalb der GEP von T-Zellen am 
stärksten.  
 
Damit konnte gezeigt werden, dass der relative Anteil der Granulozyten und T-Zellen 
in WBCs in deren GEP semiquantitativ abgebildet wird.  
4.1.2 Die GEP weißer Blutzellen reflektieren physiologische Prozesse 
 
Es wurde nun geprüft, ob diese Art der Analyse auch geeignet ist, physiologische 
Änderungen innerhalb der einzelnen Zellen infolge physischer Belastung zu 
detektieren. Untersuchungen an T-Zellen haben ergeben, dass erschöpfende 
physische Belastung zur Aktivierung von T-Zellen führt und darüber hinaus zur 
Induktion von Apoptose führen kann (242, 243). Aus diesem Grund wurden die GEP 
aller Zellpopulationen vor und nach Belastung analysiert und nach Hinweisen für eine 
T-Zellaktivierung bzw. Apoptose gesucht. In GEP von T-Zellen konnte eine deutliche 
Heraufregulation der Expression von Markern der T-Zellaktivierung (CD9, CD166, 
CD103, CD69, CD134) nach Belastung beobachtet werden. Dies war auch innerhalb 
der GEP von PBMCs möglich, jedoch auf einem geringeren Expressionsniveau. In 
GEP von WBCs war eine T-Zellaktivierung nicht sichtbar. Hier wurden sogar 
teilweise gegenläufige Expressionsänderungen beobachtet (Abbildung 4-5a). 
Ähnliche Ergebnisse wurden für die Induktion der Apoptose erhalten. So wird in T-
Zellen nach Belastung die mRNA des anti-apoptotischen Gens BCL-2L1 
herunterreguliert, wohingegen die pro-apoptotischen Gene für Caspase 6 (CASP6), 
CASP7, CASP9  sowie für die mitochondriale Endonuklease G (ENDOG) 
heraufreguliert werden. In PBMCs sind diese Regulationsmechanismen ebenfalls 
sichtbar. In WBCs gibt es ähnlich wie bei der T-Zellaktivierung teilweise gegenläufige 







Abbildung 4-5: Physische Belastung induziert die Aktivierung und Apoptose in T-Zellen. a) T-
Zellaktivierungsmarker sind in den GEP von T-Zellen nach Belastung deutlich stärker exprimiert, 
verglichen mit T-Zellen vor Belastung. In den GEP von PBMCs sind diese Prozesse mit Ausnahme 
von CD69 ebenfalls sichtbar. In den GEP von WBC wird die Regulation der T-Zellaktivierungsmarker 
überlagert und zeigt eine zum Teil gegenläufige Expressionsänderung. b) Wie die T-Zellaktivierung, 
ist auch die Induktion der Apoptose in den GEP von T-Zellen deutlich sichtbar. Die proapoptotischen 
Gene CASP6, 7, 9 und ENDOG werden in T-Zellen nach Belastung, verglichen mit T-Zellen vor 
Belastung, stärker exprimiert. Gleichzeitig sinkt die Expression des antiapoptotischen Gens BCL2L1 
ab. In den GEP von PBMCs sind diese Prozesse in Ansätzen wieder zu finden, in den GEP von WBC 
werden diese T Zell spezifischen Veränderungen, änhlich wie bei Prozessen der T-Zellaktivierung, 
durch die Expression weiterer Zellen überlagert. (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001)  
 
Es lässt sich aus den Ergebnissen dieser Vorversuche schliessen, dass 
physiologische Prozesse wie eine erschöpfende körperliche Belastung, Einfluss auf 
die Regulation des Transkriptoms von weißen Blutzellen haben (244). Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass diese Regulationsprozesse vor dem Hintergrund 
weiterer anwesender Zellpopulationen maskiert werden können und eine 
Aufreinigung einzelner Zellpopulationen zu einer Steigerung der Sensitivität von 
Microarray-Analysen beitragen kann.  
 
Aufgrund dieser Ergebnisse wurden für die folgenden Untersuchungen 
ausschließlich einheitliche Zellpopulationen verwendet. Hierzu wurden Monozyten 
und T-Zellen von homozygoten und heterozygoten FH-Patienten, sowie von 
gesunden Probanden aufgereingt. Die Aufreinigung erfolgte, wie im Kapitel „Material 
und Methoden“ beschrieben, mittels einer Depletionsstrategie, wobei Antikörper 
verwendet wurden, welche an die spezifischen Oberflächenmarker unerwünschter 
Zelltypen binden. Diese komplexieren unter der Zuhilfenahme weiterer Antikörper mit 
Erythrozyten und bilden dadurch Zellaggregate mit einer höheren Dichte, welche 
durch Gradientenzentrifugation abgetrennt werden können. Der Vorteil dieser 
Methodik liegt darin, dass keine direkte Antikörperbindung an die gewünschten 
Zellen erfolgt und damit das Risiko einer ungewollten Zellaktivierung deutlich 
verringert wird. Darüber hinaus bietet sie die Möglichkeit einer sehr schnellen 
Aufreinigung der Zellen in weniger als einer Stunde. Dadurch und durch eine 
Durchführung der Waschschritte bei 4°C sollte sichergestellt werden, dass die 
gemessenen GEP denen von zirkulierenden Zellen möglichst genau entsprechen. 
Etwaige Verunreinigungen mit T-Zellen bzw. Monozyten, B-Zellen, NK-Zellen und 
Erythrozyten wurden standardmäßig mittels Durchflußzytometrie erfasst. Es wurden 









Es wurden Monozyten von 5 homozygoten und 7 heterozygoten FH-Patienten sowie 
13 gesunden Probanden isoliert und in die Untersuchungen einbezogen. T-Zellen 
wurden von 3 homozygoten, 9 heterozygoten und 12 gesunden Probanden isoliert. 
Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei einigen der FH-Patienten um Kinder 
zwischen 3 und 5 Jahren handelt, war die zur Verfügung stehende Blutmenge 
begrenzt und erklärt die unterschiedlichen Patientenzahlen bei den Monozyten und 
T-Zellen. Bei der Auswahl der gesunden Kontrollpatienten wurde darauf geachtet, 
dass diese den untersuchten Patienten hinsichtlich Alter und Geschlecht möglichst 
genau entsprechen. Keiner der Kontrollprobanden war zum Zeitpunkt der 
Probennahme erkrankt oder nahm Medikamente. Für die Mikroarray-Analysen 
wurden von jedem Probanden am gleichen Tag jeweils Monozyten und T-Zellen 
isoliert, so dass ein direkter Vergleich zwischen beiden Zelltypen möglich ist. 
Zusätzlich wurden von jedem Probanden ein Differentialblutbild und ein Lipidprofil 
erstellt. Tabelle 6 gibt einen Überblick über die klinisch relevanten Daten des 
Studienkollektivs. In Tabelle 7 sind die bei den FH-Patienten detektierten LDL-R-
Mutationen aufgeführt. 
 









Alter (Jahre) 30,2 ± 11,1 28,8 ± 7,5 32,7 ± 5,7 
Cholesterin (mmol/l) 15,32 ± 2,02 7,8 ± 0,96 4,72 ± 0,66 
LDL (mmol/l) 12,91 ± 1,87 5,71 ± 0,65 2,71 ± 1,34 
HDL (mmol/l) 1,51 ± 0,16 1,25 ± 0,10 1,49 ± 0,15 
Triglyceride (mmol/l) 2,16 ± 0,68 2,67 ± 1,82 1,39 ± 0,61 
Lp(a) (mg/l) 901,2 ± 416,6 529 ± 475,5 348,6 ± 202,1 
Statintherapie (%) 40,0 57,1 0 
Neutrophile Granulozyten (Gpt/l) 2,92 ± 0,83 2,97 ± 0,33 3,85 ± 0,82 
Eosinophile Granulozyten (Gpt/l) 0,54 ± 0,17 0,24 ± 0,10 0,16 ± 0,11 
Basophile Granulozyten (Gpt/l) 0,38 ± 0,19 0,18 ± 0,09 0,15 ± 0,10 
Lymphozyten (Gpt/l) 1,65 ± 0,44 2,77 ± 1,72 1,94 ± 0,27 
Monozyten (Gpt/l) 0,60 ± 0,13 0,56 ± 0,09 0,58 ± 0,13 
Thrombozyten (Gpt/l) 228 ± 38,49 237,89 ± 34,03 226, 65 ± 30,59 
Erythrozyten (Tpt/l) 3,87 ± 0,36 4,49 ± 0,27 4,35 ± 0,44 
 
Tabelle 6: Überblick über das Studienkollektiv 
 
 
homozygote FH Mutation 
Patient A LDL-R Bindungsdefekt nachgewiesen 
Patient C C88R (FH Münster 1), D333G (FH Münster 2); 15-30% LDL-R Aktivität, 
Bindungsdefekt 
Patient K1 W556R (FH Moscow); < 2% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
Patient K2 W556R (FH Moscow); < 2% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
Patient G W556R (FH Moscow); < 2% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
heterozygote FH Mutation 
Patient B Promtordefekt bei -135bp C->G; 5-15% LDL-R Aktivität 
Patient D C88R (FH Münster 1) 15-30% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
Patient E D333G (FH Münster 2); 5-15% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
Patient F C88R (FH Münster 1) 15-30% LDL-R Aktivität, Bindungsdefekt 
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Patient M LDL-R Bindungsdefekt nachgewiesen 
Patient V W556R (FH Moscow); < 2% LDL-R Aktivität , Bindungsdefekt 
Patient DW Insertion von Base G bei 588bp, führt zu Frameshift und STOP Codon bei 
Aminosäure 178 
Patient LW Insertion von Base G bei 588bp, führt zu Frameshift und STOP Codon bei 
Aminosäure 178 
 




Ein direkter Vergleich von Monozyten und T-Zellen zeigt deutliche Unterschiede 
zwischen beiden Zelltypen hinsichtlich ihrer GEP. Innerhalb eines Zelltyps waren die 






Abbildung 4-6 Vergleich der GEP von Monozyten und T-Zellen: Die GEP von T-Zellen und 
Monozyten von zwei unterschiedlichen Probanden zeigen eine höhere Korrelation (a und d) als die 
GEP von Monozyten und T-Zellen des gleichen Probanden (b und c). 
 
Für die Analyse der Microarray-Daten wurden nur Transkripte berücksichtigt, welche 
mindestens einen Expressionswert von 50 nach erfolgter Normalisierung durch RMA 
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aufwiesen (225). Das genaue Vorgehen ist im Kapitel „Material und Methoden“ 
beschrieben. Durch dieses Verfahren wurden in diesen Zellen nicht exprimierte 
Transkripte ausgeschlossen und die Zahl der falsch positiven Ergebnisse reduziert. 
 
Eine einleitende Analyse wurde zunächst mittels „Principal Component Analysis“ 
(PCA) durchgeführt. Bei dieser statistischen Auswertung, werden die Varianzen in 
der Expression aller Transkripte über alle gemessenen Arrays analysiert und zu 
Faktoren (Eigen-Vektoren) zusammengefasst, welche diese Varianzen bestimmen. 
Anschliessend werden alle gemessenen Proben in einem dreidimensionalen Raum 
dargestellt, wobei die Lage jeder einzelnen Probe vom Einfluss der drei stärksten 
berechneten Faktoren abhängt. Auf diese Weise werden Proben mit ähnlichen, die 
Genexpression bestimmenden Eigenschaften auch räumlich ähnlich dargestellt 
(245). Bei der Analyse der GEP von Monozyten vor dem Hintergrund von 21.044 
exprimierten Transkripten fällt auf, dass die Proben der gesunden Kontrollindividuen 
eine gemeinsame Lage im Raum haben (blaue Punkte, Abbildung 4-7a). Die Proben 
der FH-Patienten sind von denen der Kontrollen separiert und mehr gestreut 
(homozygote FH-Patienten rot, heterozygote FH-Patienten gelb). Das Ergebnis der 
PCA-Analyse offenbart, dass Monozyten von FH-Patienten anhand ihrer 
Genexpression deutlich von den Monozyten gesunder Kontrollpatienten 
unterscheidbar sind. Im Gegensatz zu den Monozyten zeigt die PCA-Analyse der 
GEP der T-Zellen keine klare Auftrennung von FH-Proben und Kontrollen (Abbildung 
4-7b). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Monozyten und T-Zellen 




Abbildung 4-7 Principal Component Analysis der GEP von FH-Patienten und Kontrollen, a) Die 
Unterschiede in der Genexpression der 21.044 Transkripte, welche in Monozyten exprimiert  werden, 
sind ausreichend für eine Unterscheidung zwischen FH-Patienten und Kontrollen. b) Im Gegensatz zu 
den GEP von Monozyten sind die Unterschiede in der Regulation der 20.025 in T-Zellen exprimierten 
Transkripte nicht ausreichend, um eine Unterscheidung zwischen FH-Patienten und Kontrollen 
vorzunehmen. (Rot – homozygote FH, Gelb – heterozygote FH, Blau – Kontrollen) 
 
Um der Frage nachzugehen, welche Gene zwischen FH-Patienten und 
Kontrollprobanden unterschiedlich exprimiert werden, wurde eine genauere 
statistische Analyse vorgenommen. Mittels Welsch T-Test und anschliessender 
Korrektur für multiples Testen nach Bejamini-Hochberg (FDR=0,05), wurden 1.552 
unterschiedlich exprimierte Gene in Monozyten gefunden. Die gleiche 
Analysemethode wurde für die GEP von T-Zellen angewandt. Diese ergab lediglich 3 
unterschiedlich regulierte Transkripte in T-Zellen und spiegelt somit das oben 
beschriebene Ergebnis der PCA-Analyse wieder. Für weitere Analysen der GEP von 
T-Zellen wurde daher die statistische Stringenz herabgesetzt, indem auf eine 
Korrektur für multiples Testen verzichtet wurde. Auf diese Weise wurden 2.444 
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Transkripte identifiziert, welche in T-Zellen zwischen FH-Patienten und Kontrollen 
unterschiedlich exprimiert sind. 
 
Eine Clusteranalyse der 1.552 differentiell regulierten Transkripte in den Monozyten 
zeigt, dass die Anzahl der heraufregulierten Transkripte in etwa der Zahl der 
herunterregulierten Transkripte entspricht. Dabei handelt es sich bei den 786 
heraufregulierten Transkripten um 715 unterschiedliche Gene. Die  766 
herabregulierten Transkripte repräsentieren 683 Gene. Weiterhin demonstriert die 
Analyse, dass dieses Set an Genen dazu geeignet ist, eine klare Unterscheidung 
zwischen FH-Patienten und gesunden Kontrollen vorzunehmen. Eine 
Unterscheidung zwischen homozygoten und heterozygoten FH-Patienten ist jedoch 
nicht möglich (Abbildung 4-8a). Aus der Clusteranalyse der in T-Zellen differentiell 
exprimierten Gene ist zu entnehmen, dass bei FH-Patienten die Mehrzahl der Gene 
heraufreguliert (1999 Transkripte, welche 1839 Genen entsprechen) und nur ein 
geringerer Teil herabreguliert wird (445 Transkripte, welche 390 Genen 
entsprechen). Im Gegensatz zu den Monozyten ist hier keine vollständige Trennung 




Abbildung 4-8 Hierarchische Clusteranalyse der unterschiedlich exprimierten Gene zwischen 
FH-Patienten und Kontrollen in Monozyten und T-Zellen; a) Die Expressionsänderungen der 1.552 
Transkripte, welche in Monozyten unterschiedlich exprimiert werden, sind ausreichend um eine 
Klassifizierung zwischen FH-Patienten und Kontrollen vorzunehmen. Die Anzahl der heraufregulierten 
Transkripte entspricht etwa der Anzahl der herabregulierten Transkripte. b) Das GEP der 2.444 in T-
Zellen unterschiedlich exprimierten Transkripte ist nicht ausreichend um FH-Patienten klar von 
gesunden Kontrollen zu unterscheiden. In T-Zellen von FH-Patienten sind mehr Gene heraufreguliert 
als herabreguliert. (Rot – homozygote FH, Gelb – heterozygote FH, Blau – Kontrollen) 
 
Die signifikant veränderten Gene in Monozyten und T-Zellen wurden anschließend 
mittels des internetbasierten Programms DAVID 2006 (http://niaid.abcc.ncifcrf.gov/) 
einer genaueren Analyse unterzogen (227, 228). Dabei kam die Methode des 
„Functional GO Annotation Clustering“ (FAC) zum Einsatz. Diese Art der Analyse 
greift auf die Klassifizierung jedes einzelnen Gens durch das „Gene Ontology“ 
Konsortium zurück. Diese Klassifizierung ist in die drei Hauptklassen: Biologischer 
Prozess, Molekulare Funktion und Zelluläre Komponente aufgeteilt, wobei alle 
Hauptklassen aus zahlreichen Unterklassen bestehen. Durch diese einheitliche 
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Charakterisierung kann jedem Gen eine Beschreibung seiner biologischen 
Funktionen zugeordnet werden. Die FAC Analyse durchsucht nun eine gegebene 
Liste an Genen nach Gengruppen, welche darin, statistisch gesehen, 
überrepräsentiert sind. Anschließend fasst dieser Algorithmus die 
überrepräsentierten Gengruppen zu funktionellen Genclustern zusammen. Bei einem 
Gencluster handelt es sich daher um Gengruppen, welche funktionell miteinander im 
Zusammenhang stehen. Den entstandenen Genclustern werden zusätzlich so 
genannte „Gene Enrichment Scores“ (GES) zugeordnet. Zur Berechnung der GES 
wird zunächst ein Fischer Exakt T Test für die einzelnen Gengruppen berechnet, 
welcher eine Aussage über die Vollständigkeit dieser Gruppe gibt. Anschliessend 
wird aus allen p-Werten der Gengruppen ein geometrischer Mittelwert gebildet. Der 
GES ist dann der negative Logarithmus dieses Mittelwerts. Daher repräsentiert ein 
hoher GES, einen Gencluster mit funktionell eng verwandten Gengruppen, welche 
darüber hinaus einem hohen Besetzungsgrad aufweisen (227, 228).  
 
Die Analysen wurden jeweils für die in FH-Patienten herauf- bzw. herabregulierten 
Gene durchgeführt. In Tabelle 8 sind die 3 Gencluster mit den höchsten GES pro 
Analyse aufgeführt. Interessanterweise werden 2 der 3 prominentesten Gencluster 
bei den heraufregulierten Genen in FH-Monozyten durch Gene gebildet, deren 
Proteine mit lysosomalem Transport und Degradation, sowie mit vesikelvermittelter 
Endozytose und intrazellulärem Vesikeltransport assoziiert sind. Ein weiterer Cluster 
wird aus Genen für Metallionen-bindende Proteine gebildet und besteht zum Großteil 
aus Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren und Ca2+-bindenden Proteinen. Innerhalb der 
Gruppe der herunterregulierten Gene findet sich an erster Stelle ebenfalls ein 
Gencluster bestehend aus Genen, welche für Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren 
kodieren. Die Cluster II und III werden von Genen für die Regulation des 
Proteintransport bzw. des Primär-Metabolismus gebildet.  
 
In T-Zellen findet sich eine gegensätzliche Regulation. Hier sind die Gene des 
Primär-Metabolismus, zusammen mit den Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren und 
Genen für die ribosomale Proteinbiosynthese heraufreguliert. Gene, die für Proteine 
der lysosomalen Degradation kodieren, sind im Gegensatz zu den FH-Monozyten 
herabreguliert und weisen den höchsten GES innerhalb der herabregulierten 
Gencluster auf. Die sich anschliessenden beiden herabregulierten Cluster werden 
von Genen gebildet, deren Proteine verschiedene metabolische Prozesse inhibieren 
und an der Regulatoren der Apoptose beteiligt sind.  
 
Monozyten    
Welch T Test 
(p < 0.05; Benjamini 
Hochberg MTC: FDR = 
0.05) 
FAC: GO Kategorien Gene im Cluster GES 
786 Transkripte (715 
Gene) heraufreguliert 
Cluster I: lytic vacuole, lysosome 
12 6,38 
  Cluster II: metal ion binding, cation binding, transition metal ion 
binding, metal-binding, zinc ion binding, zinc, zinc-finger 149 6,33 
  Cluster III: clathrin coated vesicle membrane, clathrin-coated 
vesicle, trans-Golgi network transport vesicle, coated pits, clathrin 
coat of trans-Golgi network vesicle, trans-Golgi network transport 
vesicle membrane, clathrin adaptor complex, endocytosis, 
intracellular protein transport 
26 3,9 
766 Trankripte (683 
Gene) herunterreguliert 





Cluster II: protein transport, establishment of protein localization, 
protein transport, establishment of cellular localization, intracellular 
transport, intracellular protein transport, protein targeting, 
establishment of localization, transport 116 7,26 
  
Cluster III: biopolymer metabolism, primary metabolism, cellular 
metabolism, macromolecule metabolism, biopolymer modification, 
protein modification, protein metabolism, cellular protein 
metabolism, cellular macromolecule metabolism 314 3,15 
    
T-Zellen    
Welch T Test (p < 0.05) FAC: GO Kategorien Gene im Cluster GES 
1999 Transkripte (1839 
Gene) heraufreguliert 
Cluster I: primary metabolism, cellular metabolism, macromolecule 
metabolism, protein metabolism, cellular macromolecule 
metabolism, cellular protein metabolism, biopolymer metabolism, 
biopolymer modification, protein modification 816 20,27 
  Cluster II: metal ion binding, cation binding, transition metal ion 
binding, metal-binding, zinc ion binding, zinc, zinc-finger 324 18,82 
  Cluster III: cellular biosynthesis, macromolecule biosynthesis, 
protein biosynthesis, ribosome, protein biosynthesis, ribosomal 
protein, ribonucleoprotein, large ribosomal subunit 190 18,5 
445 Transkripte (390 
Gene) herabreguliert 
Cluster I: lytic vacuole, lysosome  
12 14,64 
  
Cluster II: regulation of cellular physiological process, negative 
regulation of cellular process, negative regulation of physiological 
process, negative regulation of cellular physiological process 71 3,11 
 
Cluster III: cell death, death, apoptosis, programmed cell death, 
regulation of apoptosis, regulation of programmed cell death, 
negative regulation of apoptosis, negative regulation of 
programmed cell death, apoptosis, anti-apoptosis 
23 2,43 
 
Tabelle 8: Die Ergebnisse des „Functional Annotation Clustering“ (FAC) für differentiell 
exprimierte Gene in Monozyten und T-Zellen von FH- Patienten und Kontroll-Individuen 
 
4.2.3 In FH-Monozyten sind die Gene des SREBP-Signalweges 
herabreguliert 
 
Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen verdeutlichen, dass aufgrund des 
LDL-R-Defekts Unterschiede in der Genexpression vor allem in den Monozyten und 
weniger in den T-Zellen vorliegen. Darüber hinaus scheinen beide Zelltypen, in 
unterschiedlicher Weise auf den Verlust der LDL-R-Aktivität zu reagieren. In 
Monozyten von FH-Patienten werden vor allem Gene für Proteine heraufreguliert, 
welche den Vesikeltransport von der Membran in das Lysosom steuern, wohingegen 
die Gene für Proteine der lysosomalen Degradation in T-Zellen herabreguliert sind. 
Beide Zelltypen haben prinzipiell zwei Möglichkeiten einem intrazellulären Mangel an 
Cholesterin aufgrund des LDL-R-Defekts entgegenzusteuern: 1) die intrazelluläre de 
novo Cholesterin-Biosynthese und 2) eine kompensatorische Heraufregulation 
alternativer Aufnahmesysteme für Cholesterin. Die nähere Untersuchung der GEP 
von Monozyten und eine anschliessende Verifikation der Ergebnisse mittels 
quantitativer Realtime-PCR (qRT-PCR) bzw. Western Blot ergab, dass drei 
Schlüsselenzyme des SREBP Signalwegs, INSIG2, SREBF2 und SCAP in FH-
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Monozyten signifikant herabreguliert sind (Abbildung 4-9 und 4-10). Im Einklang 
damit konnte mit qRT-PCR auch eine Herabregulation der LDL-R-Expression 
nachgewiesen werden (Abbildung 4-9). Aufgrund des begrenzten Probenmaterials 
konnten Western Blot-Untersuchungen nicht für alle Proteine und nur für homozygote 
Patienten vorgenommen werden. Zusätzlich zur Herabregulation des SREBP-
Signalweges konnte auch eine niedrigere Expression des Schlüsselenzyms der de 
novo Cholesterin-Biosynthese, der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoenzymA-
Reduktase (HMGCR), nachgewiesen werden. Ein weiteres wichtiges Protein im 
Cholesterin-Metabolismus stellt NPC1 dar. Dieses Protein weist gleiche Cholesterin-
sensitive Domäne wie SREBF2 und HMGCR auf und ist für den retrograden 
lysosomalen Transport von Cholesterinestern aus LDL-Partikeln verantwortlich (246). 
Für NPC1 wurde ebenfalls eine Herabregulation der mRNA-Expression mittels qRT-
PCR, sowie eine reduzierte Proteinexpression durch Western Blot nachgewiesen 










Gene sind in FH-
Monozyten herabreguliert 
(* p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001, in der Legende 
unterhalb des Diagramms 
ist die Signifikanz der zu-
sammengefassten homo- 
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Aufgrund dieser Ergebnisse, welche auf ein Überangebot an Cholesterin in FH-
Monozyten hindeuten, wurde die Expression von ABCA1 überprüft. Bei ABCA1 
handelt es sich um das wichtigste Cholesterin-Effluxsystem, das in Makrophagen 
aktiv ist. Überraschenderweise wurde auch hier eine geringe, jedoch statistisch 
signifikante Herabregulation der mRNA Expression in homozygoten und 
heterozygoten FH-Monozyten beobachtet (Abbildung 4-9). Eine Überprüfung der 
ABCA1-Proteinexpression im Western Blot zeigte eine deutlich erniedrigte 












Abbildung 4-10 Western 
Blot Analyse der Protein-
expression von ABCA1, 
NPC1 und SCAP; Alle 
drei Proteine sind in den 
Cholesterin-Metabolismus 




Die Expression der 
einzelnen Proteine wurde 
jeweils auf die gemessene 
β-Aktin Expression 
normalisiert. (* p<0,05, ** 
p<0,01, *** p<0,001) 
 
 
4.2.4 Die Gene, die für Proteine des Cholesterin-Metabolismus´ kodieren, 
sind in T-Zellen homozygoter FH-Patienten heraufreguliert. 
 
Untersuchungen in T-Zellen ergaben eine erhöhte Expression von CD69 in 
homozygoten FH-Patienten (Abbildung 4-11). Bei CD69 („early T cell activation 
antigen“) handelt es sich um einen T Zell-Aktivierungsmarker, dessen Expression 
sofort nach Aktivierung von Lymphozyten stimuliert wird (247). Ebenso zeigte ACAT2 
eine erhöhte Expression in homozygoten FH-T-Zellen. ACAT2 ist ein Enzym, 
welches die einleitenden Reaktionen der Cholesterin-Biosynthese aus Acetyl-CoA 
katalysiert (248). Im Gegensatz zu den FH-Monozyten wurde in homozygoten FH-T-
Zellen eine erhöhte Expression des LDL-R und der HMGCR festgestellt (Abbildung 
4-11). Heterozygote FH-Patienten weisen in T-Zellen keine Unterschiede in der 
Expression dieser Gene gegenüber den Kontrollen auf. Bei einer Untersuchung der 
Expression von ABCA1 in T-Zellen durch Mikroarray und qRT-PCR konnten keine 






en in T-Zellen mittels 
qRT-PCR; T-Zellen von 
homozygoten FH-
Patienten zeigen eine 
erhöhte Expression des 
T-Zellaktivierungsmarkers 
CD69. Im Gegensatz zu 
Monozyten werden Gene 
des Cholesterin-
Metabolismus (ACAT2, 
HMGCR und LDL-R) in 
homozygoten FH-T-
Zellen, verglichen mit den 
Kontrollen, verstärkt 
exprimiert. (* p<0,05, ** 
p<0,01, *** p<0,001, in 
der Legende unterhalb 
des Diagramms ist die 
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Signifikanz der zusammengefassten homo- und heterozygoten FH-Patienten gegenüber den 
Kontrollen dargestellt) 
 
4.2.5 Einfluss einer Statin-Therapie auf die HMGCR-Expression 
 
Die HMG-CoA-Reduktase ist das Ziel-Enzym einer Statin-Therapie, welche die 
Senkung der Serum-LDL-Werte zum Ziel hat. Da eine solche Statin-Therapie häufig 
bei der Behandlung von homo- und heterozygoten FH-Patienten eingesetzt wird, 
wurde nach möglichen Auswirkungen dieser Medikamente auf die Expression von 
HMGCR und der anderen hier beschriebenen Gene gesucht. Die Patienten wurden 
in 5 Gruppen eingeteilt (homo- bzw. heterozygote FH mit und ohne Statin-Therapie 
sowie Kontrollen) und die HMGCR-Expression in Monozyten und T-Zellen analysiert 
(Abbildung 4-12). Sowohl bei homozygoten als auch bei heterozygoten FH-Patienten 
hat die Statin-Therapie eine Senkung der HMGCR-Expression zur Folge. Es zeigen 
sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen Monozyten und T-Zellen. In Monozyten 
ist die Expression der HMGCR sowohl bei homozygoten als auch bei heterozygoten 
FH-Patienten ohne Statin-Therapie im Vergleich zu den gesunden Kontrollen 
erniedrigt (Abbildung 4-12a). Im Gegensatz dazu weisen die T-Zellen homozygoter 
Patienten ohne Statin-Therapie eine deutlich erhöhte HMGCR-Expression 
gegenüber den Kontrollen auf. Diese wird jedoch durch Statin-Therapie auf das 
Niveau der Kontrollen gesenkt. Heterozygote FH-T-Zellen verfügen ohne Statin-
Behandlung über eine vergleichbare Expression der HMGCR wie die Kontroll-T-
Zellen. Durch Gabe von Statinen wird diese sehr deutlich unter das Niveau der 
Kontrollen gesenkt (Abbildung 4-12b). Abgesehen von der HMGCR-Expression, 
konnten keine weiteren Effekte der Statin-Therapie auf die Expression der hier 
untersuchten Gene bzw. Proteine in Monozyten oder T-Zellen festgestellt werden 




Abbildung 4-12 Der Einfluss einer Statin-Therapie auf die mRNA Expression von HMGCR (qRT-
PCR); a) In Monozyten von FH-Patienten ist die Expression von HMGCR bei Patienten ohne Statin 
Therapie herabreguliert, die Gabe von Statinen führt additiv zu einer weiteren Senkung der HMGCR 
Expression. b) In T-Zellen von homozygoten FH-Patienten ist die HMGCR Expression ohne Statin 
Therapie heraufreguliert. Die Gabe von Statinen führt zu einer Reduktion der HMGCR Expression auf 
ein Niveau, welches mit dem von heterozygoten FH-Patienten ohne Statin Therapie und den 
Kontrollen vergleichbar ist. Heterozygote FH-Patienten mit Statin Therapie haben verglichen mit den 




4.2.6 Monozyten homozygoter und heterozygoter FH-Patienten zeigen 
einen erhöhte Expression von Scavenger Rezeptoren 
 
Die gezeigten Daten demonstrieren klar, dass FH-Monozyten und T-Zellen in 
unterschiedlicher Weise auf den Defekt des LDL-R reagieren. Bei Monozyten ist die 
Cholesterin-Biosynthese wie auch der LDL-R-Signalweg sowohl in homo- als auch in 
heterozygoten Patienten herabreguliert. Dies deutet auf einen alternativen 
Aufnahmeweg für Cholesterin in FH-Monozyten hin. In T-Zellen gibt es den 
gegenteiligen Effekt. In diesen Zellen konnte ein Anschalten der zelleigenen 
Cholesterin-Biosynthese und eine Heraufregulation der LDL-R Expression 
beobachtet werden. Beide Befunde deuten auf eine Cholesterinmangel-Situation hin. 
Der Umstand, dass diese Effekte nur in homozygoten Patienten beobachtet wurden, 
kann durch das Verbleiben eines gesunden Allels des LDL-R erklärt werden, welches 
ausreichend scheint, den Cholesterinbedarf heterozygoter FH-T-Zellen zu decken. 
 
Es stellt sich die Frage, weshalb beide Zelltypen unterschiedliche Strategien wählen, 
um den Problemen des LDL-R Defekts zu begegnen. Die Analyse der GEP von 
Monozyten zeigte, dass Gene für den Vesikeltransport, Endozytose und die 
lysosomale Degradation in FH-Patienten überproportional heraufreguliert sind 
(Tabelle 6). Dieses Ergebnis lässt die Vermutung zu, dass im Fall der Monozyten 
LDL-Aufnahmemechanismen existieren, welche kompensatorisch dem LDL-R-Defekt 
entgegenwirken. Eine Analyse der GEP der Monozyten zeigte eine erhöhte 
Expression der Scavenger-Rezeptoren CD36, CD68, CD91/LRP1 und STAB1 in 
Monozyten von homozygoten als auch heterozygoten FH-Patienten (Abbildung 4-
13a). Die erhöhte mRNA-Expression für CD36 und STAB1 wurde mittels qRT-PCR 



















Erhöhte Expression der 
Scavenger Rezeptoren 
CD36, LRP1, CD68 und 
STAB1 in Monozyten 
von FH-Patienten; a) Die 
Microarray Daten zeigen 
eine erhöhte Expression 
der Scavenger 
Rezeptoren CD36, LRP1, 
CD68 und STAB1. b) 
Verifizierung der erhöhten 
Expression von CD36 und 
STAB1 in FH-Monozyten 
mittels qRT-PCR. (* 
p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001, in der Legende 
unterhalb des Diagramms 
ist die Signifikanz der zu-
sammengefassten homo- 
und heterozygoten FH-


















Unter Zuhilfenahme der Durchflußzytometrie wurde die Expression der Scavenger 
Rezeptoren auf Monozyten gemessen. Dabei wurden zwei Gruppen von Monozyten, 
die CD14+CD16- und die CD14+CD16+, gesondert untersucht. Bei den CD14+CD16--
Monozyten handelt es sich um die so genannten inflammatorischen Monozyten. 
Diese Population bildet den größten Anteil an der Gesamtzahl der Monozyten 
(zwischen 90 und 97%) und zirkuliert hauptsächlich in der Blutbahn. CD14+CD16+-
Monozyten werden auch als residente Monozyten bezeichnet. Diese Population 
wandert kurze Zeit nach ihrem Erscheinen in der Blutbahn in das umgebende 
Gewebe ein und verweilt dort um lokale Infektionen abzuwehren (249-251). 
Abbildung 4-14 zeigt die prinzipielle Vorgehensweise bei der Analyse dieser beiden 
Monozyten Populationen, am Beispiel der Expression von CD36. Zunächst wurde die 
Morphologie der einzelnen Zellpopulationen im forward scatter–sideward scatter-Plot 
(FSC-SSC) überprüft (Abbildung 4-14a). Anschliessend wurden anhand des CD14-
PE/Cy5 Signals die Monozyten, welche mit CD14-PE/Cy5 Antikörpern markiert  
waren, aus der Gesamtheit der PBMCs herausgefiltert (Abbildung 4-14b, c) und 
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anschließend in CD16 positive (CD16+) und CD16 negative (CD16-) Monozyten 
unterteilt (Abbildung 4-14d). Danach konnte eine getrennte Auswertung der 





Abbildung 4-14 Die Vorgehensweise bei der Ermittlung der Oberflächenexpression von 
Proteinen auf den CD14+CD16-- und CD14+CD16+-Monozyten-Subpopulationen am Beispiel von 
CD36; a) Überprüfung der Morphologie der PBMC Populationen; b) filtern der CD14 positiven Zellen 
(Monozyten) und c) Überprüfung ihrer Morphologie im FSC-SSC Plot; d) Trennung der CD14 
positiven Population in CD16 negative und CD16 positive Monozyten; e) Ermittlung der Subtyp 
spezifischen Oberflächenexpression 
 
Die Auswertung der zytometrischen Daten bestätigte, dass CD36 und CD91/LRP1 
auch auf Proteinebene in Monozyten von homozygoten und heterozygoten FH 
Patienten stärker exprimiert wird als auf Kontroll-Monozyten (Abbildung 4-15).  
 
Die Expression von CD68 und STAB1 wurde sowohl extrazellulär als auch 
intrazellulär gemessen. Extrazellulär lokalisiert, ist CD68 als Scavenger Rezeptor 
aktiv. Lysosomal lokalisiertes CD68 ist dagegen als Differenzierungsmarker für 
Makrophagen und Vorläuferzellen von Dendritischen Zellen beschrieben(176). Die 
extrazelluläre Messung von CD68 ergab eine erhöhte Expression auf homozygoten 
und heterozygoten FH-Monozyten verglichen mit den Monozyten der Kontroll-
Personen. Für die Messung der intrazellulären CD68- und STAB1-Expression 
standen leider keine Monozyten von heterozygoten Probanden zur Verfügung. Eine 
Messung der intrazellulären CD68-Expression, sowie der extra- und intrazellulären 
Expression von STAB1 an drei homozygoten FH und vier gesunden Probanden 
zeigte eine erhöhte extrazelluläre Expression beider Proteine, sowie eine erhöhte 
intrazelluläre STAB1-Expression in homozygoten FH-Patienten. Obwohl die 
Unterschiede zwischen FH-Patienten und Kontrollen sehr deutlich sind, wird 
aufgrund der geringen Probenzahl keine statistische Signifikanz erreicht (Abbildung 
4-15 d, f, g). Es wurden bei keinem der untersuchten Rezeptoren Unterschiede 
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hinsichtlich der Expression zwischen CD14+CD16- - und CD14+CD16+ - Monozyten 




erhöhten Expression der 
Scavenger Rezeptoren 
CD36, LRP1 (CD91), 







zellulären Expression von 
b) CD36, c) CD68, d) 
STAB1, e) LRP1; Messung 
der intrazellulären 
Expression von f) CD68 
und g) STAB1; es sind 
jeweils repräsentative 
Messungen gezeigt (* 
p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001, in der Legende 
unterhalb des Diagramms 
ist die Signifikanz der zu-
sammengefassten homo- 
und heterozygoten FH-

















Die erhöhte Expression von CD36 konnte mittels Western Blot erneut in 
homozygoten FH-Patienten, jedoch nicht in heterozygoten Patienten, verifiziert 
werden. Die Ursache hierfür ist nicht klar. Möglicherweise haben homozygote FH-
Patienten einen höheren CD36 „turn over“ und daher auch einen höheren 
intrazellulären CD36-Anteil. In bezug auf die CD36-Oberflächenpräsentation und 
damit den Anteil des funktionell aktiven Proteins wurden, wie bereits gezeigt, keine 
Unterschiede zwischen homozygoten und heterozygoten FH-Patienten festgestellt. 
Für CD91/LRP1 wurde eine erhöhte Expression sowohl in homozygoten als auch in 
heterozygoten FH-Monozyten im Vergleich zu Kontroll-Monozyten nachgewiesen 





Abbildung 4-16 Western 
Blot Analyse der 
Expression von CD36 und 
LRP1; Nur homozygote FH-
Patienten zeigen eine 
erhöhte Expression von 
CD36 und LRP1 verglichen 
mit den Kontrollen. Die 
Expression der gemessenen 
Proteine wurde auf die β-
Aktin Expression 
normalisiert. (* p<0,05, ** 






4.2.7 Homozygote FH-Patienten haben erhöhte Serum-oxLDL-Werte 
 
Da CD36 und CD68 als Rezeptoren für oxLDL beschrieben wurden, sollte zunächst 
geklärt werden, ob es Unterschiede in der Bildung von oxLDL zwischen FH-Patienten 
und gesunden Kontrollen gibt (159, 252). Dazu wurden die Serum-oxLDL-Werte des 
Studienkollektivs mittels oxLDL-ELISA bestimmt (Abbildung 4-17). 
Überraschenderweise fanden sich jedoch nur bei homozygoten FH-Patienten 
erhöhte oxLDL-Werte. Die Werte der heterozygoten FH-Patienten waren mit denen 








weisen erhöhte Serum 
oxLDL Werte im Vergleich 
zu den Kontrollen auf. (* 










Um die funktionelle Relevanz der erhöhten Expression der Scavenger Rezeptoren zu 
überprüfen, wurden mittels Durchflußzytometrie Bindungs- und Aufnahmestudien in 
kryokonservierten Monozyten von drei homozygoten FH-Patienten und vier 
gesunden Kontrollen mit fluoreszenzmarkiertem LDL durchgeführt. Dabei wurden 
zwei Formen von LDL, natives LDL (nLDL) und mild oxidiertes LDL (moxLDL), 
verwendet. Im Fall von nLDL wurde darauf geachtet, dass dieses nach seiner 
Präparation sofort markiert und innerhalb von einer Woche verbraucht wurde. 
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Hierdurch sollte sichgestellt werden, dass keine unbeabsichtigte Oxidation der 
nativen LDL erfolgt. 
 
MoxLDL wurden deshalb für die Bindungs- und Aufnahmestudien gewählt, da diese 
Form der LDL-Modifizierung den im Körper vorkommenden modifizierten LDL sehr 
viel näher kommen als die oftmals experimentell genutzteh stark oxidierten LDL. Dies 
bestätigen Ergebnisse, welche mit ELISA-Kits zur Detektion von oxLDL gewonnen 
wurden und kommerziell verfügbar sind. Messungen mit diesen Kits ergeben, dass 
ELISA-Kits mit einer niedrigeren Detektionsgrenze (<60 Malondialdehydreste/LDL 
Partikel) aufgrund einer höheren Sensitivität sehr viel höhere oxLDL-Werte im Serum 
des gleichen Patienten ergeben, als bisher erhältliche, weniger sensitive ELISA-Kits, 
welche nur stärker modifizierte oxLDL-Formen detektieren können (253). Dies 
bedeuted, dass sich weit mehr moxLDL-Partikel in der Zirkulation befinden. 
4.2.8 Monozyten von homozygoten FH-Patienten nehmen verstärkt 
moxLDL auf. 
 
Die Bindungsanalysen mit unterschiedlichen Konzentrationen an nLDL bzw. moxLDL 
bei 4°C für 1 Stunde konnten zeigen, dass FH-Monozyten eine stärkere 
Bindungskapazität für moxLDL als Kontroll-Monozyten aufweisen. Die Bindung von 
nLDL war bei FH-Monozyten überraschenderweise mit der von Kontroll-Monozyten 
vergleichbar. Da die hier untersuchten homozygoten FH-Patienten aber alle einen 
Defekt in der Bindungsstelle des LDL-R für ApoB aufweisen (W556R bzw. C88R und 
D333G), bedeutet dieser Befund, dass FH-Monozyten im Gegensatz zu Fibroblasten 
von FH-Patienten trotz eines LDL-R-Bindungsdefekts in der Lage sind, nLDL zu 
binden (Abbildung 4-18).  
 
 
Abbildung 4-18 Messung 
der dosisabhängigen 
Bindung von moxLDL 
und nLDL (1 Stunde, 
4°C); Monozyten von 
homozygoten FH-
Patienten haben eine 
höhere Bindungskapazität 
für moxLDL im Vergleich 
zu den Kontroll-
Monozyten. Die Bindung 





Ähnliche Beobachtungen wurden auch bei der dosisabhängigen Aufnahme gemacht. 
Hier wurden kryokonservierte Monozyten mit steigenden Konzentrationen (25 – 
200µg/ml) an markierten moxLDL und nLDL für 1h bei 37°C inkubiert. Anschliessend 
wurde die spezifische Aufnahme gemessen. Auch hier wiesen FH-Monozyten eine 
deutlich höhere Aufnahme von moxLDL im Vergleich zu den Kontrollen auf. Bei 
Betrachtung des Kurvenverlaufs zeichnet sich zudem eine andere Aufnahmekinetik 
für moxLDL zwischen FH-Monozyten und Kontrollen ab. In Hinblick auf die 
Aufnahme von nLDL gibt es keine Unterschiede bis zu einer Konzentration von 
100µg/ml. Bei Konzentrationen ab 150µg/ml war die nLDL-Aufnahme bei FH-





Abbildung 4-19 Messung 
der dosisabhängigen 
Aufnahme von moxLDL 
und nLDL (1 Stunde, 
37°C); Homozygote FH-
Monozyten nehmen mehr 
moxLDL als die 
Kontrollmonozyten auf. 
NLDL wird von 
homozygoten FH-
Monozyten und Kontroll-
Monozyten in gleichem 
Umfang aufgenommen. (* 
p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001) 
 
In einer Untersuchung der zeitabhängigen Aufnahme von moxLDL und nLDL konnte 
die erhöhte moxLDL-Aufnahme durch FH-Monozyten nochmals bestätigt werden. 
Wie in den vorangegangenen Experimenten konnten auch hier keine signifikanten 
Unterschiede hinsichtlich der Aufnahme von nLDL zwischen FH-Monozyten und 
Kontroll-Monozyten festgestellt werden (Abbildung 4-20). 
 
 
Abbildung 4-20 Messung 
der zeitabhängigen 
Aufnahme von moxLDL 
und nLDL (100µg/ml 
moxLDL bzw. nLDL, 
37°C); Monozyten von 
homozygoten FH-
Patienten nehmen mehr 
moxLDL als Kontrollen auf. 
Die Aufnahme von nLDL 
ist auch hier zwischen FH-
Monozyten und Kontrollen 
vergleichbar. (* p<0,05, ** 
p<0,01, *** p<0,001) 
 
4.2.9 Die vermehrte moxLDL Aufnahme durch homozygote FH-
Monozyten führt zu einem Anstieg der Gesamtzahl an 
apoptotischen und toten Zellen 
 
Wie bereits erwähnt, können oxLDL zytotoxisch wirken und Apoptose induzieren. Es 
sollte daher geklärt werden, ob dieser Effekt auch bei der Aufnahme von moxLDL 
durch FH-Monozyten und Kontroll-Monozyten auftritt. 
 
Monozyten von FH-Patienten und gesunden Kontrollen wurden 4 Stunden mit  
moxLDL bzw. nLDL bei 37°C inkubiert und mit 7AAD, einem spezifischen Farbstoff 
zur Markierung toter Zellen, gefärbt.  Es zeigte sich, dass nach Inkubation mit 
moxLDL als auch mit nLDL, die Zahl der toten Zellen steigt. Dieser Effekt ist bei 
Inkubation mit moxLDL jedoch stärker ausgeprägt als bei nLDL. Ein Vergleich der 
Gesamtfluoreszenz nach der Inkubation mit moxLDL offenbart zudem einen 
signifikant erhöhten Anteil toter Zellen an FH-Monozyten gegenüber den Kontroll-




Die Bestimmung des Anteils apoptotischer Zellen durch AnnexinV-Färbung zeigt, 
dass sowohl bei der Inkubation mit moxLDL als auch nLDL ein deutlicher Anstieg der 
apoptotischen Zellen erfolgt. Diese Beobachtung kann bei FH-Monozyten als auch 
bei Kontroll-Monozyten gemacht werden. Auch hier induziert oxLDL eine höhere 
Apoptose-Rate in FH-Monozyten im Vergleich zu den Kontroll-Monozyten. Zudem 
induziert auch nLDL in FH Monozyten vermehrt Apoptose verglichen gegenüber 
Kontroll-Monozyten (Abbildung 4-22). 
 
 
Abbildung 4-21 Messung 
des Anteils an toten 
Zellen nach 4 Stunden 
Inkubation mit moxLDL 
bzw. nLDL durch 7AAD 
Markierung und 
Durchflußzytometrie; 
Sowohl moxLDL als auch 
nLDL führt in FH-
Monozyten und Kontroll-
Monozyten zu einem 
Anstieg der 
Gesamtmenge an toten 
Zellen. Die Inkubation mit 
moxLDL führt zu einem 
größeren Anteil an toten 
Zellen in beiden 
Monozytentypen 
verglichen mit Monozyten, 
welche ohne LDL bzw. mit 
nLDL inkubiert wurden. 
Der Anteil der toten Zellen 
infolge der moxLDL 
Inkubation ist bei FH-
Monozyten verglichen mit 
Kontroll-Monozyten höher. 
a) Zusammenfassung aller 
Messungen, b) 
Gegenüberstellung der 
Effekte von moxLDL, 
nLDL und ohne LDL 
Zugabe bei bei 
homozygoten FH-
Monozyten (repräsentative Messungen). c) Gegenüberstellung der Effekte von moxLDL, nLDL und 
ohne LDL Zugabe bei Kontroll-Monozyten (repräsentative Messungen). d) Messungen ohne LDL 

















Abbildung 4-22 Messung 
des Anteils apoptotischer 
Zellen nach 4 Stunden 
Inkubation mit moxLDL 
bzw. nLDL durch  
Annexin V Markierung 
und Durchflußzytometrie; 
die Inkubation mit moxLDL 
bzw. nLDL führt sowohl bei 
FH-Monozyten wie auch 
bei Kontroll-Monozyten zu 
einem Anstieg der 
Gesamtmenge apop-




Effekte von moxLDL, nLDL 





Effekte von moxLDL, nLDL 




Messungen  ohne LDL 
Zugabe, e) mit nLDL, f) 
moxLDL ;(* p<0,05, ** 




4.2.10 CD36 ist der Hauptrezeptor für die Aufnahme von moxLDL in 
Monozyten 
 
Da CD36 der Rezeptor mit den deutlichsten Unterschieden in der Expression 
zwischen FH-Monozyten und Kontroll-Monozyten ist, sollte geklärt werden, in 
welchem Umfang dieser an der Aufnahme von moxLDL bzw. nLDL beteiligt ist. Dazu 
wurden sowohl FH-Monozyten als auch Kontroll-Monozyten mit einem CD36 
spezifischen Antikörper (FA6-152) inkubiert. Dieser Antikörper inhibiert in der von 
uns verwendeten Konzentration spezifisch die CD36-Rezeptorfunktion (254). Soweit 
bekannt, hat er keinen Einfluss auf die Funktion weiterer Rezeptoren. Nach 
vorausgegangener Inkubation mit FA6-152 wurden die Monozyten 4 Stunden mit 
100µg/ml moxLDL bzw. nLDL inkubiert. Es zeigte sich, dass die Blockade von CD36, 
sowohl in FH-Monozyten als auch in gesunden Monozyten, eine etwa 50%ige 
Reduktion der Gesamtaufnahme von moxLDL zur Folge hat. Die Aufnahme von 
moxLDL war jedoch trotz der CD36-Blockade in FH-Monozyten signifikant höher als 
in gesunden Monozyten (Abbildung 4-23). Dieses Ergebnis demonstriert, dass CD36 
den größten Anteil an der erhöhten moxLDL-Aufnahme durch FH-Monozyten 
vermittelt und als potentielles Ziel für Pharmaka zur Therapie von Atherosklerose 









Durch die Blockade von 
CD36 wird die Aufnahme 
von moxLDL in FH-
Monozyten wie Kontroll-
Monozyten um etwa 50% 
reduziert. Die moxLDL 
Aufnahme ist jedoch auch 
nach der Blockade von 
CD36 in FH-Monozyten 
höher als in Kontroll-
Monozyten. Eine 
Inhibierung von CD36 hat 
keinen Einfluss auf die 
Aufnahme von nLDL. Die 
Messwerte für Aufnahme 
von moxLDL und nLDL 
durch FH-Monozyten bzw. Kontroll-Monozyten wurden zur besseren Illustration des Effekts der CD36 
Blockade jeweils auf den Median der Gesamt-Messergebnisse für jeden einzelnen Probanden 
normiert. (k.Bl. – keine Blockade) (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) 
 
4.2.11 FH-Patienten weisen eine reduzierte Gesamtzahl an CD16+ 
Monozyten auf. 
 
Es sollte nun geklärt werden, ob die beobachteten Effekte aus der Zellkultur auch in 
vivo von Bedeutung sind. Ein indirekter Hinweis darauf wurde durch die Bestimmung 
des Anteils von CD14+CD16+-Monozyten an der Gesamtmenge der Monozyten bei 
FH-Patienten gewonnen. Von dieser Monozyten-Subpopulation ist bekannt, dass sie 
eine besondere Präferenz für die Aufnahme von oxLDL aufweist, wobei die oxLDL 
Aufnahme in diesem Zelltyp zum Teil über CD36 vermittelt wird (255). Eine Messung 
der Gesamtmenge an CD14+CD16+-Monozyten ergab, dass FH-Patienten einen 
niedrigeren Anteil dieser Zellen in der Zirkulation aufweisen (Abbildung 4-24). Da 
eine erhöhte Apoptose-Rate durch oxLDL-Aufnahme in FH-Monozyten gezeigt 
werden konnte und zusätzlich homozygote FH-Patienten einen erhöhten Serum-
oxLDL-Wert aufweisen, könnte eine verstärkte Apoptose-Rate dieser Monozyten 




Patienten haben einen 
niedrigeren 
prozentualen Anteil an 
CD14+CD16+ 
Monozyten gegenüber 
den Kontrollen. (* 











4.2.12 Monozyten von FH-Patienten präsentieren auf ihrer Zelloberfläche 
vermehrt Adhäsionsmoleküle und weisen DC-
Differenzierungsmerkmale auf. 
 
Bei der Entstehung von Atherosklerose ist die Interaktion der Leukozyten mit der 
endothelialen Zellwand von besonderer Bedeutung. Ein Adhäsionsprotein, welches 
infolge von oxLDL-Stimulation in Monozyten vermehrt exprimiert wird und die 
Bindung von Monozyten an Endothelzellen vermittelt, ist ITGB1 (123). Eine Analyse 
der GEP von Monozyten zeigte eine erhöhte Expression von CD29/ITGB1 in FH-




Abbildung 4-25  
Erhöhte Expression von 
ITGB1/CD29 in FH-
Monozyten; Die  
Microarray-Messungen 
(MA) und die Verifizierung 
mittels qRT-PCR zeigen 
eine erhöhte Expression 
von ITGB1 in Monozyten 
von FH-Patienten 
gegenüber den Kontroll-
Monozyten. (* p<0,05, ** 
p<0,01, *** p<0,001, in der 
Legende unterhalb des 









Unter Zuhilfenahme der Durchflußzytometrie konnte sowohl auf CD14+CD16-- als 
auch auf CD14+CD16+- Monozyten eine erhöhte CD29/ITGB1-Expression 
nachgewiesen werden (Abbildung 4-26). Auf der Zelloberfläche von CD14+CD16+-
Monozyten, jedoch nicht auf CD16- Monozyten von FH-Patienten, konnte zudem eine 
verstärkte Expression von CD11c nachgewiesen werden (Abbildung 4-26). Bei 
CD11c handelt es sich um ein Protein, welches die Adhäsion von Monozyten an 
endotheliale Zellen vermittelt und bei der Differenzierung von Monozyten zu 
Dendritischen Zellen exprimiert wird (251, 256, 257). Aufgrund der Vermutung, dass 
Dendritische Zellen vor allem aus CD14+CD16+-Monozyten hervorgehen, kann der 
reduzierte Anteil an CD14+CD16+-Monozyten bei FH-Patienten zusätzlich durch ein 
verstärktes Umdifferenzieren und Abwandern dieser Monozyten-Subpopulation aus 






Messung der Expression 




CD29 wird bei FH-
Patienten auf beiden 
untersuchten Monozyten-
populationen stärker 
exprimiert verglichen mit 
den Kontroll-Monozyten. 
CD11c, ein Marker für 
Dentrische Zellen (258), 
wird bei FH-Patienten auf 
CD14+CD16+ Monozyten 
stärker exprimiert. (* 
p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001, in der Legende 
unterhalb des Diagramms 
ist die Signifikanz der zu-sammengefassten homo- und heterozygoten FH-Patienten gegenüber den 
Kontrollen dargestellt) 
 
Ein weiteres Protein, welches in Monozyten von FH-Patienten stärker exprimiert wird, 
ist Calreticulin (CALR). Dieses Protein ist neben seiner Funktion als Chaperon auch 
ein Korezeptor für LRP1 und vermutlich an der posttranslationalen Modifikation und 
dem Transport von ITGB1 zur Zelloberfläche beteiligt (84). Darüber hinaus dient es, 
zusammen mit LRP1, als Rezeptor für apoptotische Zellen bei der Phagozytose 
durch Monozyten und Makrophagen (83, 259, 260). Eine erhöhte Expression von 
CALR konnte im Mikroarray sowohl in homozygoten als auch in heterozygoten FH-




Abbildung 4-27 CALR 
wird in FH-Monozyten 
verstärkt exprimiert, Die 
Microarray Daten zeigen 
eine verstärkte Expression 
in Monozyten von 
homozygoten und 
heterozygoten FH-
Patienten im Vergleich zu 
den Kontroll-Monozyten. 
Durch qRT-PCR konnte 
eine höhere Expression 
von CALR in 
homozygoten, jedoch nicht 
in heterozygoten FH-
Patienten nachgewiesen 
werden. (* p<0,05, ** 
p<0,01, *** p<0,001, in der 
Legende unterhalb des 
Diagramms ist die 
Signifikanz der zu-
sammengefassten homo- 




Obwohl mittels qRT-PCR eine erhöhte CALR-mRNA-Expression in heterozygoten 
Patienten nicht bestätigt werden konnte, war ein Nachweis einer erhöhten 
Expression von CALR auf Proteinebene bei Monozyten sowohl von homozygoten als 
auch von heterozygoten FH-Patienten durch Western Blot Analyse erfolgreich 
(Abbildung 4-28). 
 
Abbildung 4-28 Die 
Western Blot Analyse 
von CALR zeigt eine 
höhere Protein-
expression in FH-
Monozyten.  (* p<0,05, ** 















































5.1 Die Aufreinigung einzelner Zelltypen führt zur Steigerung der 
Sensitivität von Mikroarrayanalysen. 
 
In den Vorarbeiten zu dieser Studie konnte demonstriert werden, dass Unterschiede 
zwischen den GEP einzelner Subpopulationen weißer Blutzellen bestehen. Angaben 
in der Literatur über zelltyp-spezifische Gene variierten stark. Auch in dieser 
Untersuchung konnten nur einige dieser „zelltyp-spezifischen“ Gene wieder gefunden 
werden (233, 234). Um zu überprüfen, ob die GEP weißer Blutzellen auch 
physiologische Prozesse reflektieren, wurde das Modell der erschöpfenden 
Belastung gewählt. Es ist bekannt, dass eine kontrollierte, erschöpfende Belastung 
zu einer Verschiebung des Anteils von Granulozyten und Leukozyten im Blutstrom 
führt (235-237, 261-263). Darüber hinaus kommt es zu einer Aktivierung von T-
Zellen, sowie zur Induktion der Apoptose infolge der erschöpfenden Belastung (236, 
237). Durch Untersuchungen der GEP von WBC, PBMC und T-Zellen sollte gezeigt 
werden, dass innerhalb der WBC ein Anstieg der Granulozytenzahl und ein Abfallen 
des T-Zell-Anteils durch Mikroarray-Analysen nachvollziehbar ist. Die Verfolgung der 
relativen Verschiebungen der einzelnen Zell-Populationen war dabei sowohl anhand 
der in diesen Zelltypen besonders stark exprimierten Transkripte, als auch anhand 
der Expression zelltyp-spezifischer Oberflächenmarker möglich. Physiologische 
Prozesse, wie die Aktivierung von T-Zellen und die Induktion der Apoptose, konnten 
in dieser Zellpopulation jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Es zeigte sich, 
dass durch die Anwesenheit weiterer Zelltypen, diese T Zell-spezifischen Prozesse 
nicht nur maskiert sind, sondern teilweise eine gegenläufige Genantwort zeigen und 
damit zu falsch positiven Ergebnissen führen. In PBMCs und aufgereinigten T-Zellen 
waren diese Prozesse sehr viel deutlicher sichtbar, wobei in aufgereinigten T-Zellen 
erwartungsgemäß die höchste Sensitivität erzielt wurde.  
 
Aufgrund dieser Ergebnisse lässt sich feststellen, dass die beobachteten 
Unterschiede in den in WBCs, PBMCs bzw. T-Zellen besonders stark exprimierten 
Genen durch die Anwesenheit weiterer Zelltypen erklärbar sind. Auch die 
Verwendung verschiedener Protokolle zur Isolation der Zellen und der Prozessierung 
der RNA, sowie der Einsatz unterschiedlicher Mikroarray-Plattformen tragen 
vermutlich zu den Differenzen in den erhaltenen Resultaten bei. Neue, unabhängige 
Untersuchungen zur Vergleichbarkeit der durch verschiedene Mikroarray-Plattformen 
erhaltenen Ergebnisse bei Verwendung von Referenz-RNAs zeigen, dass zumindest 
innerhalb der etablierten und kommerziell erhältlichen Plattformen, eine relativ hohe 
Reproduzierbarkeit der Messungen gegeben ist (264-268). Bei der Analyse zelltyp-
spezifischer Vorgänge zeigt sich deutlich, dass die Aufreinigung einzelner Zelltypen 
eine Steigerung der Sensitivität zur Folge hat. Die Ergebnisse demonstrieren 
ebenfalls, dass die Anwesenheit verschiedener Zelltypen, deren Genexpression 
durch äußere Reize z.T. gegenläufig ist, eine Auswertung zelltyp-spezifischer 
Vorgänge deutlich erschwert oder sogar unmöglich macht. Als Konsequenz daraus 
wurden bei den Untersuchungen der Genexpression bei FH nur aufgereingte 




5.2 Monozyten und T-Zellen von Patienten mit Familiärer 
Hypercholesterinämie reagieren in unterschiedlicher Weise auf 
den LDL-R Defekt. 
 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, anhand von GEP von aufgereinigten Monozyten 
und T-Zellen von Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie Einsicht in zelluläre 
Prozesse zu erhalten, die an der Entstehung von Atherosklerose beteiligt sind. Erste, 
globale Auswertungen der GEP beider untersuchter Zelltypen haben gezeigt, dass 
die Monozyten und T-Zellen von FH-Patienten sich von denen gesunder Individuen 
deutlich unterscheiden. Dabei konnte bereits durch eine Principal Component 
Analysis (PCA) aller in Monozyten exprimierten Gene eine Unterscheidung zwischen 
Kontroll-Personen und Patienten mit Familiärer Hypercholesterinämie vorgenommen 
werden. Homozygotie und Heterozygotie zeigten das gleiche Verhalten. In T-Zellen 
waren die Unterschiede in der Genexpression weit weniger deutlich ausgeprägt und 
somit nicht ausreichend, um eine Unterscheidung vor dem Hintergrund aller 
exprimierten Gene durch unbeeinflusste statistische Analysen zu ermöglichen.  
 
Eine detaillierte Analyse der in Monozyten und T-Zellen differentiell exprimierten 
Gene zwischen Kontrollen und FH-Patienten bestätigt die Ergebnisse der PCA. In 
Monozyten werden weitaus mehr Gene zwischen FH-Patienten und Kontrollen 
differentiell exprimiert, als dies in T-Zellen der Fall ist. Eine statistische Analyse der in 
FH-Monozyten verstärkt exprimierten Gene unter Zuhilfenahme ihrer „Gene 
Ontology“ Klassifizierung, zeigte eine Überrepräsentation von Genen, welche in die 
Signalwege der Endozytose, dem Clathrin-Vesikel-Transport und die lysosomale 
Degradation eingebunden sind. Darüber hinaus erfolgte eine verstärkte Expression 
verschiedener Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren in FH-Monozyten. Aufgrund dieser 
Resultate kann vermutet werden, dass in FH-Monozyten alternative 
Aufnahmemechanismen für LDL gegenüber dem defekten LDL-R existieren und 
diese Mechanismen möglicherweise durch die ebenfalls vermehrt exprimiert 
gefundenen Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren reguliert werden.  
 
Im Gegensatz zu den Monozyten, in denen die Verteilung zwischen herauf- und 
herunterregulierten Genen in etwa gleich ist, ist die Mehrzahl der in T-Zellen von FH-
Patienten differentiell exprimierten Gene heraufreguliert. Eine funktionelle 
Annotationsanalyse zeigt, dass es sich bei diesen Genen vor allem um Gene der 
ribosomalen Proteinbiosynthese handelt. Dies ist in sofern von Bedeutung, da T-
Zellen im nicht-aktivierten Zustand über eine verhältnismässig geringe Menge an 
Zytoplasma und zytoplasmatischen Proteinen verfügen. Kommt es allerdings zur 
Aktivierung, führt dies zu einem Anschwellen des Zytoplasmas und einer verstärkten 
Proteinbiosynthese. Dass eine T-Zellaktivierung zur Steigerung der ribosomalen 
Proteinbiosynthese führt und somit als ein Kriterium für den Aktivierungszustand von 
T-Zellen genutzt werden kann, konnte kürzlich in der Arbeit von Chtanova et al. 
nachgewiesen werden (269). Aufgrund der Funktionellen Annotations Analyse kann 
somit eine verstärkte T-Zellaktivierung bei FH-Patienten vermutet werden. Dies 
wurde, zumindest bei homozygoten FH-Patienten, durch den Nachweis einer 
erhöhten Expression des T-Zellaktivierungsmarkers CD69, welcher als einer der 
ersten Gene nach erfolgter T-Zellaktivierung exprimiert wird, bestätigt. Bei der 
Analyse der herabregulierten Gene zeigt sich zudem, dass einer der drei 
signifikantesten Cluster dieser Gengruppe durch exakt die gleichen Gene der 
lysosomalen Degradation gebildet wird, welche in FH-Monozyten den 
signifikantesten Cluster der heraufregulierten Gene bilden und untermauert damit 
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den Eindruck einer unterschiedlichen transkriptionellen Antwort beider Zelltypen auf 
den Defekt des LDL-Rezeptors. 
 
5.3 Monozyten und T-Zellen von FH-Patienten haben 
unterschiedliche Strategien für die Bereitstellung 
intrazellulären Cholesterins. 
 
Aufgrund der hervorgehobenen Funktion des LDL-R bei der Versorgung der 
peripheren Zellen mit Fettsäuren und Cholesterin, galt der Untersuchung von Genen 
des Cholesterin-Metabolismus eine besondere Aufmerksamkeit. 
Überraschenderweise zeigten die im Rahmen dieser Arbeit gemachten 
Untersuchungen der GEP von Monozyten, dass INGIG2, SREBF2 und SCAP, die 
Gene des SREBP-Signalsweges sind, und die Transkription des LDL-R regulieren, in 
FH-Monozyten herabreguliert sind (25, 29, 270). Die transkriptionelle Regulation 
dieser Gene erfolgt über die intrazelluläre Verfügbarkeit von Cholesterin und dessen 
Derivaten wie 25-Hydroxy-Cholesterin und 27-Hydroxy-Cholesterin, welche in der 
Plasma-Membran lokalisiert sind und dort als Indikator des intrazellulären 
Cholesterinspiegels dienen (271, 272). Eine Herabregulation dieses Signalwegs 
erfolgt im Allgemeinen nur bei einer erhöhten Präsenz dieser Oxysterole, infolge 
eines Überangebots an intrazellulärem Cholesterin.  
 
Zusätzlich wurde auch eine erniedrigte Expression von NPC1, einem Cholesterin-
Transportprotein, in FH-Monozyten festgestellt. Anhand NPC1-defizienter Mäuse 
konnte nachgewiesen werden, dass ein Defekt der NPC1-Funktion zu einer 
Akkumulation von intrazellulärem Cholesterin führt. Es konnte weiterhin 
nachgewiesen werden, dass das akkumulierte Cholesterin von einer Rezeptor-
vermittelten Aufnahme von LDL und nicht von einer verstärkten Cholesterin-
Biosynthese stammt (273). Im Cholesterin-Metabolismus spielt NPC1 eine wichtige 
Rolle, da es den Cholesterin-Transport aus dem Lysosom zur Plasmamembran 
vermittelt, wo das Cholesterin durch ABCA1 aus der Zelle ausgeschleust werden 
kann. Diese Transportprozesse unterliegen hierbei der transkriptionellen Regulation 
durch den Liver-X-Rezeptor (LXR). Es konnte kürzlich nachgewiesen werden, dass 
eine Verringerung der NPC1-Expression mit  einem verminderten Efflux an 
Cholesterin über ABCA1 verbunden ist (274). Ferner ist NPC1 an der Regulation des 
SREBP Signalwegs beteiligt, indem es die Bildung der bereits erwähnten Oxysterole 
aus LDL-Cholesterin vermittelt und somit den SREBP Signalweg herabreguliert 
(275). Die Herabregulation von NPC1 trägt vermutlich zur Akkumulation des 
intrazellulären Cholesterins bei, indem es einen effizienten Cholesterin-Transport zur 
Plasmamembran und den damit verbundenen Efflux über ABCA1 vermindert. Auf die 
Regulation des SREBP-Signalwegs hat NPC1 vermutlich keinen Einfluss, da er 
unabhängig von der NPC1-Expression ebenso herabreguliert ist. Ein weiteres Gen, 
welches in den Monozyten von FH-Patienten herabreguliert gefunden wurde, ist 
INSIG2. Das Protein, welches durch INSIG2 kodiert wird, ist an der Steuerung der 
LDL-R Expression beteiligt, indem es die Translokation des SREBP/SCAP-
Komplexes in Anwesenheit von Cholesterin verhindert (29). Da derzeit kaum 
Erkenntnisse über die transkriptionelle Regulation von INSIG2 vorliegen, ist der 
Grund für dessen beobachtete Herabregulation nicht geklärt. Es lässt sich jedoch 
feststellen, dass der gesamte SREBP-Signalweg inklusive seines Zielproteins, dem 
LDL-R in FH-Monozyten, im Gegensatz zu T-Zellen, sowohl bei homozygoten als 
auch bei heterozygotem FH-Patienten herabreguliert ist. Aufgrund der 
Herabregulation der cholesterin-sensitiven Gene SREBF2, SCAP und HMGCR, ist 
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zu vermuten, dass FH-Monozyten über alternative LDL-Aufnahmewege verfügen, 
welche zu einem erhöhten intrazellulären Cholesterinspiegel im Vergleich zu 
Kontroll-Monozyten führen und offenbar nicht über den SREBP-Signalweg gesteuert 
werden. Die Ergebnisse der Funktionalen GO Analyse der in FH-Monozyten 
heraufregulierten Gene, zeigt eine Überrepräsentation von Genen des „coated pit“ 
Vesikeltransports und deutet auf eine Beteiligung alternativer Rezeptoren hin.  
 
5.4 Trotz LDL-R Defekts sind FH Monozyten in der Lage, nLDL zu 
binden und zu internalisieren. 
 
Bei der Analyse der GEP der Monozyten in Hinblick auf mögliche Rezeptoren, 
welche die vermutete erhöhte Cholesterin-Aufnahme in FH-Monozyten vermitteln, 
wurde die erhöhte Expression der Scavenger Rezeptoren CD36, LRP1, CD68 und 
Stabilin-1 festgestellt. LDL-Bindungs- und Aufnahmestudien an kryokonservierten 
Monozyten homozygoter FH-Patienten zeigten darüber hinaus, dass FH-Monozyten 
in der Lage sind, natives LDL in gleichem Umfang zu binden und aufzunehmen, wie 
dies gesunde Kontrollzellen tun. Dies bestätigt das Vorhandensein alternativer LDL-
Aufnahmesysteme bei FH-Monozyten, da alle hier verwendeten FH-Monozyten von 
Patienten stammen, welche nachweislich nicht in der Lage sind, über den LDL-R 
nLDL zu binden. Eine Analyse der Unterschiede der dosis- und zeitabhängigen 
Aufnahmekinetiken zwischen FH- und Kontroll-Monozyten zeigt, dass dieser 
Aufnahmemechanismus vor allem bei hohen Konzentrationen von nLDL aktiv ist. 
Eine Aufnahme von nLDL über LRP1 ist zwar denkbar, jedoch wenig wahrscheinlich, 
da dieser Rezeptor nur ApoE und kein ApoB binden kann (12, 66, 276, 277). Zwar 
sind ApoE-haltige LDL-Partikel beschrieben worden, jedoch ist ihr Anteil an der 
Gesamtmenge der LDL gering, wodurch eine LRP1-abhängige Aufnahme dieser 
Partikel in vivo eher eine untergeordnete Rolle bei der Formierung von Schaumzellen 
spielen dürfte. Für LRP1 wurde jedoch noch ein weiterer Mechanismus der LDL-
Aufnahme beschrieben. Experimente mit SMC demostrierten, dass LRP1 in der Lage 
ist, die Aufnahme von aggregiertem LDL (agLDL) zu vermitteln (70, 278). Obwohl 
dieser Mechanismus bei der Aufnahme von nLDL in den Zellkulturexperimenten, 
aufgrund der Abwesenheit aggregierter LDL-Partikel, ausgeschlossen werden kann, 
ist es dennoch möglich, dass er in vivo von Bedeutung ist. Einer Hypothese zufolge, 
wird agLDL in vivo in erster Linie durch das Verfangen von LDL in der 
Proteoglycanschicht der Endothelialwand gebildet und sollte somit proportional zum 
Serum-LDL-Wert ansteigen. Sollte sich diese Hypothese bewahrheiten, ist davon 
auszugehen, dass FH-Patienten mehr agLDL als gesunde Menschen aufweisen und 
eine erhöhte Expression von LRP1 in FH-Monozyten proatherogen wirken kann. Für 
eine Funktion von LRP1 bei der Aufnahme solcher modifizierter LDL-Partikel spricht 
zudem, dass hohe LDL.-Konzentrationen die Expression von LRP1 induzieren, 
während sie die Expression des LDL-R inhibieren. Hierbei erfolgt eine gleichzeitige 
Regulation beider Rezeptoren über SREBF2, indem dieses die LDLR-Transkription 
positiv und die von LRP1 negativ reguliert (65). Eine weitere Möglichkeit der 
Aufnahme von nLDL stellt die Makropinozytose dar. Aufgrund der Vielzahl von in FH-
Monozyten heraufregulierten Gen, welche in die Regulation des Zytoskeletts und des 
Vesikeltransports eingebunden sind, ist es durchaus denkbar, dass dieser Prozess 
auch bei FH eine Rolle spielen könnte. Neue Arbeiten auf diesem Gebiet zeigen, 
dass über Makropinozytose die Aufnahme von modifizierten LDL, aber auch von 
nLDL vermittelt werden kann, wodurch eine Schaumzellbildung induziert wird (112, 
279). Ob dieser Prozess bei der Pathogenese der FH jedoch tatsächlich von 




5.5 CD36 ist der Hauptrezeptor für die Aufnahme von oxLDL durch 
Monozyten. 
 
Weiterhin wurde in den Bindungs- und Aufnahmestudien eine deutlich stärkere 
Bindung und Aufnahme von mild oxidierten LDL (moxLDL) durch FH-Monozyten 
infolge der verstärkten Expression von CD36 nachgewiesen. 
Blockierungsexperimente mit einem spezifischen anti-CD36 Antikörper zeigten, dass 
CD36 etwa 50% der moxLDL Aufnahme in FH-Monozyten vermittelt. Eine Funktion 
von CD36 bei der Aufnahme von nLDL konnte durch die spezifische 
Rezeptorblockade ausgeschlossen werden. Dies widerlegt Spekulationen, denen 
zufolge CD36 auch als Rezeptor für nLDL dienen könnte. Diese Hypothese beruht 
auf Beobachtungen, wonach nLDL nach längerer Inkubation (bis zu 24 Stunden) von 
ausdifferenzierten Makrophagen in der Zellkultur aufgenommen wird (280, 281). In 
diesen Studien wurden jedoch LDL verwendet, welche aufgrund der Art ihrer 
Fluoreszenzmarkierung bereits als mild oxidiert angesehen werden kann. Darüber 
hinaus führt die Inkubation von Makrophagen mit nativen LDL in der Zellkultur über 
einen längeren Zeitraum zu einer enzymatischen Modifikation des LDLs, welches 
daraufhin verstärkt über Scavenger Rezeptoren aufgenommen wird (155). Es ist 
jedoch allgemein akzeptiert, dass oxLDL in der Zellkultur die Expression von CD36 
sowohl in THP1 Zellen als auch in differenzierten Makrophagen induziert (159, 282, 
283). Untersuchungen in Mäusen demonstrieren, dass CD36 für die Bildung von 
Schaumzellen verantwortlich ist und dass CD36 defiziente apoE-/- Mäuse eine 
signifikante Reduktion atherosklerotischer Plaques im Vergleich zu CD36+/+ apoE-/- 
Mäusen aufweisen (172-175, 284).  
 
Ein Vergleich der Gesamtaufnahme von moxLDL bei gleichzeitiger Blockade der 
CD36-Rezeptorfunktion zeigt deutlich, dass FH-Monozyten auch nach Blockade von 
CD36 mehr moxLDL aufnehmen als Monozyten gesunder Individuen. Diese 
zusätzliche moxLDL Aufnahme wird möglicherweise durch CD68 vermittelt, da dieser 
innerhalb der in FH-Monozyten erhöht exprimierten Rezeptoren, neben CD36, der 
einzige Rezeptor ist, für den bisher eine oxLDL-Aufnahme nachgewiesen werden 
konnte (252, 285). Da geeignete Methoden zur Blockade der CD68-Funktion, wie 
beispielsweise monoklonale Antikörper, momentan nicht zur Verfügung stehen, 
konnte die Rolle von CD68 bei der moxLDL-Aufnahme nicht überprüft werden. 
Aufgrund der sehr niedrigen Expression von CD68 auf der Zelloberfläche ist jedoch 
davon auszugehen, dass ein möglicher Beitrag von CD68 bei der oxLDL Aufnahme 
durch FH-Monozyten eher gering ausfällt. 
 
Ähnliches gilt für die Rolle von Stabilin 1 bei der moxLDL-Aufnahme. Für dieses erst 
kürzlich entdeckte Protein wurde bisher lediglich eine Funktion bei der Aufnahme von 
acetyliertem LDL (acLDL) nachgewiesen (178). Da diese Form der LDL-Modifikation 
in vivo nicht vorzukommen scheint, bleibt die Funktion von Stabilin-1 bei der LDL-
Aufnahme unklar. Zurzeit befinden sich Antikörper zur Inhibierung der Stabilin-1 
Rezeptorfunktion in der Entwicklung. Sobald diese zur Verfügung stehen, können 
weitere Untersuchungen Aufschluss über die Funktion von Stabilin-1 bei der LDL-





5.6 Die gesteigerte Aufnahme von oxLDL wirkt zytotoxisch in FH-
Monozyten. 
 
Einer der wahrscheinlich wichtigsten Effekte der gesteigerten moxLDL-Aufnahme 
durch FH-Monozyten ist die damit assoziierte gesteigerte Anzahl apoptotischer und 
toter Zellen. Aufgrund der dreifach erhöhten Serum-oxLDL-Werte, welche in 
homozygoten FH-Patienten festgestellt wurden, hat die beobachtete gesteigerte 
Apoptose-Rate von FH-Monozyten durch oxLDL Aufnahme in der Zellkultur bei 
dieser Patientengruppe eine besondere Relevanz. Da es sich bei den hier 
verwendeten Zellen um Monozyten handelt, denen in der Zellkultur nicht die 
Möglichkeit zur Umdifferenzierung in Makrophagen gegeben wurde, ist es sehr 
wahrscheinlich, dass ähnliche Prozesse auch in vivo in der Zirkulation stattfinden. 
Obwohl heterozygote Patienten ähnliche Serum-oxLDL-Werte wie gesunde 
Kontrollen aufweisen, konnte bei ihnen ebenfalls eine erhöhte Expression von CD36 
festgestellt werden. Es kann daher vermutet werden, dass bei heterozygoten FH-
Monozyten ähnliche moxLDL-Aufnahme-Mechanismen aktiv sind, diese jedoch 
aufgrund der niedrigeren Serum-oxLDL-Werte langsamer verlaufen. Diese 
Vermutungen stehen im Einklang mit der allgemein akzeptierten Zytotoxizität von 
oxLDL auf Makrophagen und Zellen des Endothels (153, 230, 286).  
 
Zusätzlich zu der erhöhten Aufnahme von moxLDL weisen homozygote FH-
Monozyten eine deutlich reduzierte Expression von ABCA1 auf. Bei diesem 
Transportprotein handelt es sich um eines der wichtigsten Effluxsysteme für 
Cholesterin in Monozyten und Makrophagen (287-289). Dieser anfangs 
überraschende Befund lässt sich jedoch anhand der beobachteten Physiologie der 
FH-Monozyten erklären. Hierbei tragen drei additiv wirkende Faktoren zur 
Degradation von ABCA1, sowohl auf transkriptioneller, als auch auf Proteinebene 
bei: 1) Untersuchungen an „Human Umbilical Vein Endothelial Cells“ (HUVEC) 
zeigen, dass oxLDL zu einer Degradation der ABCA1 mRNA führt. Auch auf 
Proteinebene induziert oxLDL die Degradation von ABCA1 (290). Untersuchungen 
an J744-Makrophagen demonstrieren zusätzlich einen reduzierten Efflux von 
Cholesterin aus oxLDL über ABCA1 (291). 2) Eine verminderte Expression von 
NPC1 führt ebenfalls zu einer Herabregulation von ABCA1 (274), zusätzlich wurde 
festgestellt, dass Patienten mit Niemann-Pick Typ C Disease, welche einen Defekt 
im NPC1-Gen haben, ebenfalls eine reduzierte Expression von ABCA1 aufweisen. 
Hierbei korreliert die NPC1-Gendosis mit der Expression von ABCA1, d.h. die Höhe 
der Expression von ABCA1 liegt bei heterozygoten NPC1-Patienten zwischen der 
von gesunden Kontrollen und der von homozygoten NPC1-Patienten (292). 3) Es 
konnte gezeigt werden, dass SREBF2 ein positiver Regulator der ABCA1-Expression 
ist (293), eine erniedrigte Expression von SREBF2 in FH-Monozyten kann somit 
zusätzlich zu einer reduzierten ABCA1-Expression beitragen. Aufgrund des erhöhten 
Influx von oxLDL und des gleichzeitig gestörten Efflux über ABCA1 ist es 
nachvollziehbar, warum FH-Monozyten einen höheren intrazellulären 







5.7 Die Abwesenheit von Scavenger Rezeptoren auf T-Zellen kann 
die Unterschiede in den Regulationsmechanismen beider 
Zelltypen bei FH-Patienten erklären. 
 
Bisher konnte keine Expression von Scavenger Rezeptoren in T-Zellen 
nachgewiesen werden. Dieser Unterschied gegenüber den Monozyten könnte somit 
die unterschiedlichen Strategien erklären, welche beide Zelltypen wählen, um auf 
einen LDL-R Defekt zu reagieren. Aufgrund des Fehlens von Scavenger Rezeptoren 
können T-Zellen einem intrazellulären Cholesterinmangel nur durch Heraufregulation 
ihrer de novo Cholesterin-Biosynthese begegnen. Dies ist bei homozygoten FH-
Patienten anhand der Heraufregulation von HMGCR und ACAT2, welches beides 
Schlüsselenzyme der Cholesterin-Biosynthese darstellen, zu erkennen (248). Für 
dieses Model spricht zudem, dass es ebenfalls den Unterschied zwischen 
homozygoten und heterozygoten FH-T-Zellen hinsichtlich der Cholesterin-
Biosynthese erklären kann. Da sich T-Zellen, solange sie nicht aktiviert sind, im 
Ruhezustand befinden, ist ihr Cholesterinbedarf vergleichsweise gering. Kommt es 
jedoch zur Aktivierung, ist dies auch mit einer Vergrößerung der Plasmamembran 
verbunden und der Bedarf an Cholesterin steigt.  
 
Bei T-Zellen homozygoter FH-Patienten konnte eine erhöhte CD69-Expression 
gegenüber heterozygoten FH-Patienten nachgewiesen werden, was dafür spricht,  
dass T-Zellen homozygoter FH-Patienten einen höheren Aktivierungsstatus als 
heterozygote FH-T-Zellen aufweisen. Der Grund für die alleinige Aktivierung 
homozygoter T-Zellen ist vermutlich in den erhöhten Serum-oxLDL-Werten dieser 
Patienten zu suchen. Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass in Gegenwart von 
oxLDL, Antikörper gegen diese LDL-Modifikation gebildet werden und somit zu einer 
Aktivierung des Immunsystems führen. Obwohl ihre genaue Rolle bei der 
Pathogenese der Atherosklerose noch nicht vollständig klar ist, sprechen 
verschiedene Studien für eine antiatherogene Rolle dieser Antikörper, indem diese 
die Aufnahme von oxLDL durch Phagozyten unterstützen und weiterhin apoptotische 
Zellen, welche oxLDL enthalten, markieren und somit deren Entsorgung durch das 
Immunsystem ermöglichen (294-297).  
 
Der Unterschied bei der Regulation der Cholesterin-Biosynthese in T-Zellen 
homozygoter und heterozygoter FH-Patienten lässt sich vermutlich durch zwei 
Faktoren erklären. Zum einen, ist aufgrund eines niedrigeren Aktivierungszustands 
heterozygoter T-Zellen der Bedarf an Cholesterin in diesen Zellen geringer. 
Zweitens, reicht offenbar das verbliebene intakte Allel des LDL-R aus, um eine 
ausreichende Menge von funktionell aktiven LDL-R bereitzustellen um den 
geringeren Cholesterinbedarf, aufgrund eines niedrigeren Aktivierungsstatus, zu 
decken.  
 
5.8 Mögliche Konsequenzen einer Statintherapie auf das 
Immunsystem homozygoter FH-Patienten 
 
Anhand der Expression der HMGCR kann in diesem Zusammenhang auch der 
Einfluss einer Statin-Therapie gezeigt werden. In Monozyten ist auch ohne Statin-
Therapie die Expression der HMGCR sowohl bei homozygoten als auch bei 
heterozygoten FH-Patienten gesenkt. Dies geschieht vermutlich aufgrund der 
erhöhten Expression von Scavenger Rezeptoren bei diesen Patienten und der damit 
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verbundenen erhöhten Aufnahme von LDL. Eine Gabe von Statinen senkt die de 
novo Cholesterinbiosynthese in diesen Zellen noch zusätzlich. T-Zellen homozygoter 
FH-Patienten weisen ohne Statin-Therapie eine deutliche Erhöhung der HMGCR-
Expression auf, wobei heterozygote FH-Patienten ein HMGCR-Expressionsniveau 
aufweisen, welches mit dem der Kontrollen vergleichbar ist. Dies spiegelt den bereits 
erwähnten unterschiedlichen Bedarf zelluläre Synthese von Cholesterin zwischen 
homozygoten und heterozygoten FH-Patienten in T-Zellen wider. Wie in Monozyten 
führt auch in T-Zellen die Gabe von Statinen zu einer Senkung der HMGCR-
Expression. Die Beobachtung, dass T-Zellen homozygoter FH-Patienten sowohl die 
Cholesterinbiosynthese, als auch die LDL-R-Transkription heraufregulieren, deutet 
darauf hin, dass diese Zellen ihren Bedarf an Cholesterin über eine Neusynthese 
decken, da die LDL-R Expression allein, trotz der verbliebenen Restaktivität einiger 
homozygoter LDL-R Mutationen, nicht ausreichend sein dürfte. Bezüglich 
homozygoter FH-T-Zellen, stellt sich die Frage, inwieweit die Gabe von Statinen bei 
diesen Patienten sinnvoll ist, da der komplette Entzug aller Cholesterinquellen 
möglicherweise negative Konsequenzen auf das Immunsystem haben könnte.  
 
Da Statine ihre LDL-senkende Wirkung in erster Linie über die Heraufregulation des 
hepatischen LDL-R vermitteln (298, 299), ist es fraglich, ob diese Therapie bei 
schweren homozygoten Mutationen sinnvoll ist. Bei der Betrachtung der Verhältnisse 
in den Monozyten homozygoter FH-Patienten scheint eine Statin-Therapie nicht 
notwendig, da die Aufnahme von nLDL in gleichen Umfang wie bei gesunden 
Kontrolen stattfindet und der Großteil der oxLDL-Aufnahme über CD36 erfolgt. Eine 
Statin-Behandlung scheint auf keinen der beiden Vorgänge einen Einfluss zu haben. 
Darüber hinaus ist der Cholesterin-Biosyntheseweg in diesen Zellen ohnehin 
herabreguliert.  
 
5.9 Die Monozyten von FH-Patienten exprimieren vermehrt 
Adhäsionsmoleküle 
 
Ein weiterer Befund der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen an 
Monozyten ist die erhöhte Expression von ITGB1 auf der Zelloberfläche von 
homozygoten und heterozygoten FH-Patienten. Da hierdurch die Wahrscheinlichkeit 
der Interaktion und Bindung der Monozyten an Endothelzellen erhöht wird, kann dies 
als ein proatherogener Faktor interpretiert werden. Einer dieser 
Interaktionsmechanismen erfolgt durch Bindung des ITGB1/ITGA4 Komplexes auf 
Monozyten an CS-1, welches auf der Zelloberfläche von Endothelzellen exprimiert 
wird. Diese Bindung wird durch moxLDL induziert und ist unabhängig von E-Selektin- 
oder P-Selektin-abhängigen Adhäsionsprozessen. Es konnte gezeigt werden, dass 
lediglich die Bildung von ITGB1 durch moxLDL in Monozyten induziert wird, welches 
anschließend mit ITGA4, das bereits auf der Zelloberfläche vorhanden ist, 
dimerisiert. Auf diese Weise können Monozyten durch das Endothel transmigrieren 
und zur Plaquebildung beitragen (123).  
 
Studien in Monozyten konnten belegen, dass LRP1 an der Regulation der 
Oberflächenpräsentation von ITGB1 beteiligt ist. Dies geschieht, indem LRP1 die 
posttranslationale Prozessierung von ITGB1 und dessen anschliessenden Transport 
zur Zelloberfläche reguliert (84). Eine wichtige Rolle in diesem Zusammenhang hat 
CALR, welches als Bindeglied zwischen LRP1 und ITGB1 agieren kann und damit 






5.10 Die FH-Patienten weisen einen geringeren Anteil an 
CD14+CD16+-Monozyten auf. 
 
Eine Analyse der Subpopulationen der Monozyten zeigte einen reduzierten Anteil 
von CD14+CD16+ Monozyten bei FH-Patienten. Diese speziellen Monozyten, welche 
oft als residente Monozyten bezeichnet werden, wandern kurz nach ihrem 
Erscheinen im Blut in das periphere Gewebe aus, wo sie sich in Dendritische Zellen 
umdifferenzieren können (249-251). Die Analyse der Oberflächenexpression dieser 
CD16+ Monozyten zeigte, dass FH-Patienten neben einer erhöhten Expression von 
ITGB1 auf diesen Zellen, auch eine erhöhte Expression von CD11c aufweisen. Ein 
Kennzeichen myelitischer Dendritischer Zellen, welche aus Monozyten hervorgehen, 
ist neben einer erhöhten Expression von CD68, welche ebenfalls in diesen Zellen 
nachgewiesen wurde, eine Erhöhung der CD11c-Expression (176, 258). 
Zellkulturstudien mit oxidierten Lipoproteinen konnten zeigen, dass oxLDL eine 
Umdifferenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen induzieren können und zu 
deren Aktivierung führen. Durch diese Aktivierung wird ihre Kapazität zur T-
Zellaktivierung deutlich gesteigert (300-302). Zudem konnte in Zellkultur-
Experimenten nachgewiesen werden, dass oxLDL die Adhäsion und Transmigration 
von Dendritischen Zellen an und durch Endothelzellschichten induziert (303). Da der 
prozentuelle Anteil an CD16+-Monozyten, welche als Vorläuferzellen von 
Dendritischen Zellen angesehen werden können, im Blut von FH-Patienten reduziert 
ist und diese zusätzlich Differenzierungsmerkmale von Dendritischen Zellen, sowie 
eine erhöhte Adhäsionsfähigkeit aufweisen, ist zu vermuten, dass bei FH-Patienten 
eine erhöhte Bildung von Dendritischen Zellen aus CD16+ Monozyten stattfindet. 
Diese verlassen nach ihrer Umdifferenzierung die Blutbahn. Untersuchungen an 
atherosklerotischen Plaques konnten zeigen, dass Dendritische Zellen bereits in 
frühen Stadien der Atherosklerose in der Intima zu finden sind und in späteren 
Stadien der Plaqueentwicklung maßgeblich zur Instabilität dieser Plaques beitragen 
(304, 305). Eine Destabilisierung findet hier vor allem aufgrund der Lokalisation der 
Dendritischen Zellen an den Schultern des Plaques statt, wo sie Cluster mit T-Zellen 
bilden (306-308). Es kann somit vermutet werden, dass ähnliche Prozesse auch bei 
der Atheroskleroseentstehung in FH-Patienten stattfinden. Zusätzlich kann eine 
erhöhte Differenzierung von Dendritischen Zellen aus CD16+-Monozyten, infolge 
gesteigerter oxLDL-Serum-Werte bei homozygoten FH-Patienten, auch die 
beobachtete T-Zellaktivierung bei diesen Patienten erklären, indem die Dendritischen 
Zellen oxLDL prozessieren und den T-Zellen präsentieren. Dieser Vorgang konnte in 
der Zellkultur mehrfach beobachtet werden (177, 309, 310).  
 
5.11 Vorgeschlagenes Modell zur Atherskleroseentstehung bei FH-
Patienten 
 
Zusammengefasst konnten die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen an Monozyten und T-Zellen von FH-Patienten 
erstmalig Vorgänge im Menschen beschreiben, welche vorher nur aus dem 
Tiermodell oder der Zellkultur bekannt waren. Es wurden Hinweise gefunden, dass 
Monozyten von FH-Patienten über einen LDL-R-unabhängigen Weg für die 
Aufnahme von nLDL verfügen, welcher in T-Zellen oder Fibroblasten dieser 
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Patienten nicht existiert. Eine Möglichkeit hierbei stellt die Makropinozytose dar, 
welche durch Vermittlung der Aufnahme von nLDL zur Schaumzellbildung führen 
kann (112). Die Ergebnisse der hier gezeigten Aufnahmestudien demonstrieren eine 
erhöhte Aufnahme von nLDL durch FH-Monozyten, besonders bei hohen nLDL-
Konzentrationen. Da FH-Patienten höhere Serum-LDL-Werte aufweisen, könnte 
dieser alternative Aufnahmeweg zur Entstehung der Atherosklerose beitragen. 
Zusätzlich konnte demonstriert werden, dass oxLDL aufgrund der erhöhten 
Expression von CD36 von FH-Monozyten verstärkt aufgenommen wird und dadurch 
zur Induktion der Apoptose und zum Absterben dieser Zellen führt. Bei der 
Phagozytose dieser toten Zellen könnte LRP1 eine wichtige Rolle zukommen, da es 
zusammen mit CALR auf Monozyten als Rezeptor für apoptotischen Zellen aktiv ist 
und deren Phagozytose vermittelt. Ein solcher Mechanismus erfolgt über die 
Markierung der apoptotischen Zellen durch den Komplementfaktor C1q. Die so 
markierte apoptotische Zelle wird durch den LRP1/CALR Komplex auf Makrophagen 
erkannt und anschliessend phagozytiert (83, 260, 311, 312). Aufgrund der 
Erkenntnisse, dass oxLDL die Fähigkeit von Monozyten zur Phagozytose 
apoptotischer Zellen beeinträchtigen (313), ist es denkbar, dass eine physiologische 
Schwelle existiert, bei der die Menge apoptotischer Zellen infolge der oxLDL-
Aufnahme die Fähigkeiten des ebenfalls durch oxLDL-geschwächten 
Phagozytosesystems übersteigt und zu einer ungenügenden Entfernung toter Zellen 
aus der Blutbahn führt (Abbildung 5-1). Hinweise darauf, dass eine eingeschränkte 
Phagozytose bei der Atherosklerose-Enstehung eine Rolle spielen könnte, wurden 





Abbildung 5-1 Entstehung toter Zellen infolge hoher Serum-oxLDL-Werte, Durch die erhöhte 
Expression von CD36 auf FH-Monozyten nehmen diese verstärkt oxLDL auf. Dies resultiert in einer 
erhöhten Anzahl apoptotischer und toter Zellen, welche aufgrund der Beeinträchtigung des 
Phagozytosesystems nicht ausreichend aussortiert werden und im Blutstrom akkumulieren. 
 
Es ist denkbar, dass diese toten Zellen aufgrund der Beeinträchtigung des laminaren 
Flusses des Bluts in den Atherienbögen, welche die Hauptzentren der 
Atherombildung darstellen, akkumulieren (1, 2). Dort können sie dann punktuell 
durch Freisetzen des Zytoplasmas und des enthaltenen oxLDLs lokale 
Entzündungsreaktionen in Gang setzen. Diese wiederum führen zur Ausschüttung 
von Chemokinen durch Endothelzellen und  zur anschließenden Rekrutierung von 
Monozyten und T-Zellen an diese Gefäßwand-Abschnitte (Abbildung 5-2). Durch die 
lokale Ansammlung toter, oxLDL überladener Monozyten kommt es zu 
Anreicherungen mit oxLDL an den diesen exponierten Stellen der Plaquebildung und 
erklärt somit den hohen Anteilen an oxLDL, welcher in diesen Atheromen gefunden 
wird. Aufgrund dieser lokalen Entzündungsherde kommt es nun zur Aktivierung der 
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Dendritischen Zellen. Diese nehmen zusammen mit den rekrutierten Makrophagen 
Zelltrümmer und oxLDL auf und präsentieren es den ebenfalls rekrutierten T-Zellen. 
Aufgrund dieser Präsentation und der Gegenwart von oxLDL kommt es dann zu 
einer T-Zellaktivierung und Proliferation (129, 315). Dieser Mechanismus könnte 
somit auch eine Erklärung für die T-Zellaktivierung bei homozygoten FH-Patienten 




Abbildung 5-2 Akkumulation nicht phagozytierter apoptotischer Zellen an besonders 
exponierten Stellen der Arterien, Die lokale Akkumulation toter Zellen hat auch eine lokale 
Anreicherung von aufgenommenem oxLDL zur Folge an diesen Stellen zur folge. Dies führt zur 
Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen durch Chemokine, welche von Endothelzellen 










Abbildung 5-4 Erhöhte Instabilität der atherosklerotischen Plaques durch Akkumulation von 
dendritischen Zellen 
 
Abschliessend kann festgestellt werden, dass bereits zirkulierende Monozyten und T-
Zellen Vorgänge abbilden, von denen bisher angenommen wurde, dass sie einzig im 
Subendothelialraum an der Entstehung der Atherosklerose beteiligt sind. Dies 
bedeutet, dass bereits im Blut Vorgänge stattfinden, welche die 
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Atheroskleroseentwicklung fördern. Hierbei handelt es sich vor allem um die 
Induktion der Apoptose, welche vermutlich durch CD36 vermittlete oxLDL Aufnahme 
induziert wird, und die Aktivierung von T-Zellen.  
 
5.12 Die Bedeutung der Ergebnisse für die Therapie und Diagnose 
der Familiären Hypercholesterinämie 
 
Aufgrund der hier vorgestellten Beobachtungen  und Daten anderer scheinen sich 
vor allem Monozyten als therapeutische Ziele einer Atherosklerose-Therapie 
anzubieten (149, 173-175, 316, 317). Aufgrund der hervorgehobenen Funktion von 
CD36 bei der Aufnahme von oxLDL bietet sich dieser Rezeptor als ein mögliches Ziel 
einer Therapie an. In Mäusen konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten dieses 
Rezeptors eine deutliche Reduktion atherosklerotischer Plaques zur Folge hat (172-
175). Untersuchungen an CD36 defizienten Patienten zeigen zwar eine reduzierte 
Aufnahme von oxLDL, jedoch wurde ebenfalls festgestellt, dass dieser Rezeptor im 
Myokard eine wichtige Rolle bei der Versorgung des Herzgewebes mit Fettsäuren 
spielt. Ein Defekt der CD36-Funktion bei diesen Patienten führt deshalb zu einer 
kardialen Dysfunktion (285, 318-320). Aus diesem Grund sollte nach Technologien 
gesucht werden, die eine zelltyp-spezifische Inhibierung der CD36-Funktion 
erlauben. Weiterhin muss der Aufnahmemechanismus für nLDL durch FH-
Monozyten näher untersucht werden, um zu klären, ob hier therapeutische Ansätze 
für die Behandlung von FH-Patienten gefunden werden können. Auch die Funktion 
weiterer Zellen des Immunsystems, wie beispielsweise NK-Zellen, die im 
Zusammenhang der Entwicklung atherosklerotischer Prozesse ebenfalls eine Rolle 
zu spielen scheinen, sollten näher untersucht werden (321, 322). 
 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen das diagnostische und pathophysiologische 
Potential einer globalen Transkriptiomanalyse. Derzeit sind bereits erste 
diagnostische Kits auf Mikroarray-Basis in der klinischen Prüfung, welche die 
Diagnose von Brustkrebs und Leukämie erlauben (323-325). Aufgrund der 
ausgeprägten Signaturen, welche in Monozyten festgestellt wurden, ist es denkbar, 
dass in absehbarer Zeit auch Mikroarraykits entwickelt werden können, welche das 
Fortschreiten einer sich entwickelnden Atherosklerose genauer diagnostizieren 
können und somit zu einer gezielteren und verbesserten Diagnose und Therapie der 
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